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En el fondo, los 
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(I) COMPARTIMENTOS DE LA VÍA SECRETORA 
 
La ruta secretora es la vía que sigue el cargo después de sintetizarse en el retículo 
endoplasmático (RE) para transportase a su destino final (que incluye los 
compartimentos intracelulares, la membrana plasmática o el medio extracelular). 
Existen dos tipos de secreción dentro de la vía biosintética: la secreción constitutiva y la 
secreción regulada. La secreción constitutiva es un proceso de transporte continuo que 
utilizan todos los tipos celulares para liberar constantemente las proteínas y los lípidos 
recién sintetizados (Kelly, 1985; Ponnambalam y Baldwin, 2003). Por el contrario, en la 
secreción regulada, el transporte final tiene lugar como respuesta a algún tipo de 
estímulo (iones de calcio, hormonas o factores de crecimiento) (Blazquez y Shennan, 
2000). La secreción regulada sólo se da en determinados tipos celulares como, por 
ejemplo, neuronas y células (neuro)endocrinas. En este tipo de secreción, el cargo se 
almacena en vesículas especializadas o gránulos de secreción como es el caso de la 
insulina en las células del páncreas endocrino. 
El objetivo de este primer apartado es describir las características principales de los 
diferentes compartimentos que participan en las etapas tempranas de la vía secretora, lo 
que nos servirá de introducción al siguiente apartado, en el que  abordaremos con mayor 
detalle los mecanismos moleculares implicados en las vías de transporte entre el RE y el 
Golgi. 
 
1.  El Retículo Endoplasmático (RE) 
El retículo endoplasmático (RE) es el primer orgánulo de la vía secretora. Todas las 
células eucariotas presentan RE, siendo el orgánulo intracelular que ocupa un mayor 
volumen (aproximadamente el 10% del volumen intracelular) y que presenta una mayor 
superficie de membrana (aproximadamente, las membranas del RE contienen la mitad 
de los lípidos de membrana de las células animales). El RE constituye una red 
interconectada de sistema endomembranoso formada por túbulos y sáculos aplanados 
comunicados entre sí, de forma que delimita un único espacio interno (el lumen del 
RE). A nivel morfológico, una de las características más llamativas del RE es su 
naturaleza extremadamente dinámica, lo que produce una remodelación constante de su 





células animales, los túbulos de RE se generan por interacción con proteínas motoras 
del citoesqueleto de microtúbulos, y se elongan siguiendo el camino marcado por los 
microtúbulos hasta fusionarse con una región de RE adyacente (English et al., 2009; 
Lee y Chen, 1988; Terasaki et al., 1986; Waterman-Storer y Salmon, 1998). Este 
proceso de fusión homotípica da lugar a la característica apariencia de red que podemos 
observar por microscopía de fluorescencia, en la cual tres túbulos convergen en un nudo 
(ejemplo de marcaje de RE por immunofluorescencia en la figura 1A). 
A nivel funcional, el RE tiene un papel relevante en la síntesis y transporte de lípidos y 
proteínas. En células de mamíferos, la traducción de proteínas se inicia en el citoplasma, 
y antes de que se complete la formación de la cadena polipeptídica, ésta se trasloca al 
RE, donde finaliza su síntesis. Los ribososmas que dirigen el proceso de traducción de 
las proteínas se encuentran unidos a la membrana del RE, creando regiones de 
membrana conocidas como RE rugoso. Por otra parte, el RE también presenta regiones 
de membrana que carecen de ribosomas y que se conocen como RE liso. En ocasiones 
estas zonas también se conocen como RE transicional, debido a que en ellas se produce 
la incorporación de lípidos y proteínas en intermediarios de transporte, lo que permite 
su salida de RE a Golgi. Otra de las funciones relevantes del RE liso es la síntesis de 
lípidos. De acuerdo con esta función, el RE liso es especialmente abundante en células 
especializadas con un alto nivel de metabolismo lipídico. 
 
2. Los sitios de salida del RE (ERES) y el compartimento intermedio entre RE y 
Golgi  (ERGIC). 
Como hemos mencionado en el apartado anterior, en el RE existen regiones 
especializadas en las cuales se produce la selección  y salida de cargo que sigue la vía 
secretora. Estas regiones, las cuales forman un dominio de RE libre de ribosomas, se 
conocen como sitios de salida del RE (ERES) o RE transicional (REt) (Merisko et al., 
1986; Palade, 1975). La salida de cargo del RE hacia el Golgi se produce en vesículas 
que contienen las proteínas de cubierta que forman el COPII (en el siguiente apartado 
hablaremos con más detalle de esto), por lo tanto, una forma de identificar los ERES es 
mediante immunocitoquímica con anticuerpos contra proteínas del COPII (Kuge et al., 
1994; Orci et al., 1991; Paccaud et al., 1996; Rossanese et al., 1999; Shaywitz et al., 





los ERES se visualizan como estructuras puntiformes distribuidas por el citoplasma. 
Estas estructuras presentan escasa movilidad, y se encuentran especialmente 
concentradas en la zona perinuclear (Bannykh y Balch, 1997; Palade, 1975; Tang et al., 
1997) (figura 1A y 1B). Estudios recientes han planteado la hipótesis de que la 
localización perinuclear de los ERES en estrecha proximidad al Golgi, se debe a que los 
ERES constituyen regiones expandidas del RE formadas como consecuencia de la 
llegada  de proteínas y membrana desde el Golgi al RE (transporte retrógrado) 
(Hammond y Glick, 2000).  
El siguiente compartimento de la vía secretora es el compartimento intermedio de Golgi 
y RE (ERGIC). El ERGIC presenta la característica de no encontrarse en todas las 
células eucariotas, ya que está ausente en levaduras, y se observa como un 
compartimento túbulo-vesicular de membrana adyacente a los ERES. Al igual que 
éstos, por microscopía de fluorescencia el ERGIC presenta la apariencia de estructuras 
vesiculares distribuidas por el citoplasma (figura 1B). Por otra parte, el ERGIC muestra 
varias diferencias respecto los ERES. En primer lugar, en el ERGIC no encontramos 
componentes del COPII, sino que se encuentra enriquecido en proteínas de la cubierta 
del COPI, y en proteínas que constitutivamente ciclan entre el RE y el Golgi como el 
receptor de KDEL o ERGIC-53 (Bannykh et al., 1996; Klumperman et al., 1998; 
Schweizer et al., 1988). En segundo lugar, a diferencia de los ERES, parte de las 
estructuras vesiculares del ERGIC presentan una elevada movilidad dependiente del 











Figura 1. Imágenes por 
microscopía de fluorescencia de 
los primeros compartimentos de 
la vía secretora (RE, ERES y 
ERGIC). A) Doble marcaje con 
las proteínas calnexina (RE) y 
sec23 (ERES). B) Doble 
marcaje con COPII (ERES) y 
ERGIC-53 (ERGIC).  






Estas dos evidencias claramente permiten definir el ERGIC como un compartimento 
distinto de los ERES. Sin embargo, ¿cuál es la naturaleza exacta del ERGIC? ¿Existe 
como un compartimento de membrana estable, o representa un compartimento de 
membrana transitorio, formado por intermediarios de transporte que dirigen el tráfico de 
membrana y cargo del RE al Golgi?  
Existen dos teorías sobre de qué forma el cargo es transportado de RE a Golgi en células 
eucariotas (Bannykh y Balch, 1997; Beznoussenko y Mironov, 2002; Farquhar, 1985; 
Glick y Malhotra, 1998; Lippincott-Schwartz et al., 2000; Pelham, 1989; Stephens y 
Pepperkok, 2001; Storrie y Nilsson, 2002). En el modelo estable el ERGIC está 
representado como un compartimento de membrana independiente desde el que se 
produce la  selección y distribución de cargo hacia el Golgi (transporte anterógrado), o 
de nuevo hacia el RE (transporte retrógrado). Según el segundo modelo (modelo de 
maduración), tras su formación en los ERES, las vesículas COPII forman el ERGIC 
como consecuencia de un proceso de fusión homotípica. A continuación, las estructuras 
de membrana que conforman el ERGIC seguirían un movimiento dirigido hacia la zona 
perinuclear, donde su fusión originaría la cara del cis-Golgi. Por tanto, según este 
modelo el ERGIC no existiría como un compartimento de membrana estable, sino que 
su naturaleza sería la de intermediarios de transporte viajando transitoriamente de RE a 
Golgi (en la figura 2 se representan los modelos de formación del ERGIC). 
 
Existen datos experimentales que dan soporte a ambos modelos teóricos. La hipótesis de 
maduración está principalmente apoyada en la visualización in vivo del tráfico de 
determinados cargos como la glicoproteína G del virus de la estomatitis vesicular 
(VSV-G) (Lippincott-Schwartz et al., 2000; Presley et al., 1997; Scales et al., 1997). 
Tras abandonar el RE, el VSV-G se concentra en estructuras de tipo vesicular que se 
dirigen de forma unidireccional hacia el Golgi en un movimiento dependiente del 
citoesqueleto de microtúbulos. El tamaño de estos intermediarios de transporte (similar 
al de las estructuras del ERGIC), apoya la visión de que el compartimento intermedio 
está constituido por estructuras de membrana en tránsito del RE al Golgi. Sin embargo, 
estudios más recientes en los cuáles se ha observado in vivo la dinámica de transporte de 
cargo (el VSV-G y la proteína soluble ssDsRed) conjuntamente con el marcador de 
compartimento intermedio ERGIC-53, han demostrado que mientras el cargo sigue un 





concreta, aunque de forma mayoritaria se aleja de la zona perinuclear hacia regiones 
más periféricas de la célula (Ben-Tekaya et al., 2005). Además de esto, desde una 
misma estructura vesicular marcada con ERGIC-53 se pueden producir varios ciclos de 
salida de cargo sin que ello produzca la consumición del ERGIC (Ben-Tekaya et al., 
2005). Estos datos, apuntan a la teoría estable, según la cual el ERGIC constituye un 
compartimento de membrana desde donde el cargo sería seleccionado para dirigirse 




















3. El aparato de Golgi 
El siguiente compartimento de la vía secretora es el aparato de Golgi. El Golgi supone 
el orgánulo central desde donde proteínas y lípidos son seleccionados y dirigidos hacia 
las diferentes zonas de la célula. A pesar de que las diferentes funciones del Golgi se 
encuentran conservadas en los organismos eucariotas, la estructura del Golgi presenta 
importantes variaciones entre diferentes organismos. A nivel morfológico, el Golgi  
  A B 
Figura 2. Esquemas de los diferentes modelos de formación del ERGIC. (A) En este esquema el ERGIC se representa 
como un compartimento de membrana estable al que llega el cargo proveniente de los ERES (en rojo el cargo que sigue 
la vía secretora, por ejemplo VSV-G, y en verde una proteína residente  de compartimento intermedio, por ejemplo 
ERGIC-53). Desde el ERGIC se produce la salida de intermediarios de transporte hacia el Golgi (cargo secretado) o de 
nuevo hacia el RE (proteínas residentes de compartimento intermedio). (B) En el modelo de maduración las vesículas 
COPII abandonan los ERES para fusionarse formando el ERGIC. A continuación el ERGIC prosigue el proceso de 
maduración dando lugar a la cara del cis-Golgi. 






















puede estar constituido por una red túbulo-vesicular (como en algas y portozoos), una 
serie de cisternas aisladas (como ocurre en la levadura Saccharomyces cerevisiae), o un 
conjunto de cisternas agrupadas formando los denominados stacks de Golgi.  A su vez, 
diferentes organismos presentan una gran variedad en cuanto al número y localización 
intracelular de los stacks. Especies de hongos y  la levadura Pichia pastoris presentan 
un único stack, mientras que en células animales y vegetales encontramos múltiples 
stacks, ya sea distribuidos por el citoplasma de la célula (como en plantas y en 
Drosophila) o agrupados en una región perinuclear adyacente a los centriolos,  donde 
forman una supraestructura que por microscopía de fluorescencia se observa como una 
cinta alrededor del núcleo (daSilva et al., 2004; Hawes y Satiat-Jeunemaitre, 2005; He, 
2007; He et al., 2004; Henderson et al., 2007; Kondylis y Rabouille, 2009; Ladinsky et 
al., 1999; Lowe, 2011; Mogelsvang et al., 2003; Pelletier et al., 2002; Preuss et al., 
1992; Rambourg et al., 2001; Ramirez y Lowe, 2009; Rios y Bornens, 2003; Rossanese 
et al., 1999). Otra de las características del Golgi es la polarización de las cisternas que 
conforman los stacks. En el Golgi se puede distinguir una cara cis- cuyas cisternas 
Figura 3. Imágenes por microscopía de fluorescencia y microscopía electrónica del aparato del Golgi en 
mamíferos. (A y B) Triple marcaje con las proteínas GM130 (cis-Golgi), galactosiltransferasa (medial-Golgi) y 
TGN46 (Red trans del Golgi). C) Tomografía electrónica / reconstrucción 3D en la que se representan las 7 
cisternas del Golgi.  





reciben el aporte del cargo procedente del RE, una cara trans- en la que tiene lugar la 
salida del cargo procesado y un conjunto de cisternas intermedias muy compactas que 
constituyen la parte medial del Golgi (medial-Golgi) (ejemplo en la figura 3). 
Adyacentes a las cisternas del Golgi existen unas redes de estructuras túbulo-vesiculares 
altamente dinámicas que actúan como una interfase entre el Golgi y otros 
compartimentos de la vía secretora. De esta forma, se ha caracterizado una red cis-Golgi 
o cis-Golgi network (CGN) entre el RE y la cara cis-Golgi y una red trans-Golgi o 
trans-Golgi network (TGN) entre la cara trans-Golgi y la membrana plasmática o 
compartimentos endosomales. La identidad de las cisternas viene determinada por la 
presencia de proteínas estructurales y enzimas específicas cuya distribución a lo largo 
del stack se mantiene de forma compartimentalizada. De entre las enzimas de Golgi las 
hay que catalizan la adición o sustracción de azúcares (enzimas de glicosilación), la 
adición de grupos sulfato (sulfatación), o la adición de grupos fosfato (fosforilación). 
Teniendo en cuenta esta organización, el tránsito de las proteínas a través de las 
cisternas determina la adquisición de diferentes modificaciones post-traduccionales 
antes de que abandonen el Golgi. Algunas de estas modificaciones post-traduccionales 
actúan como señales de reconocimiento para la correcta distribución de las proteínas 
hacia sus compartimentos de destino, incluyendo los lisosomas y la membrana 
plasmática.  
El transporte de cargo a través del Golgi se ha explicado desde dos teorías similares a 
las expuestas en el apartado anterior, la teoría del transporte vesicular y la teoría de 
maduración (ver esquema en la figura 4). De acuerdo con el modelo de transporte 
vesicular, el cargo se desplaza a través de las diferentes cisternas de Golgi en vesículas. 
Por lo tanto, las cisternas constituirían compartimentos de membrana preexistentes y 
estables a través de los cuales el cargo iría desplazándose, y adquiriendo las 
correspondientes modificaciones post-traduccionales, desde el cis-Golgi hasta el trans-
Golgi. Apoyando esta teoría, a partir de la reconstitución in vitro de membranas de 
Golgi de mamífero, se han conseguido aislar vesículas mediando el transporte de cargo 
entre diferentes cisternas (Rothman y Wieland, 1996). 
En el modelo de maduración, el cargo se desplaza conjuntamente con las cisternas a 


















Golgi pasaría a convertirse en una cisterna del medial-Golgi y después en una cisterna 
de trans-Golgi. Al igual que en el modelo vesicular, esta teoría también está basada en 
observaciones experimentales, como por ejemplo, la distribución a lo largo de los stacks 
de Golgi de las moléculas de procolágeno. Debido al gran tamaño de los trímeros de 
procolágeno (unos 300nm), y a su rigidez estructural,  resulta difícil explicar su 
inclusión en vesículas de transporte (inferiores a 100nm). De  hecho, sólo se han 
observado moléculas de procolágeno asociadas a las diferentes cisternas (del cis-Golgi 
al trans-Golgi) y nunca en estructuras vesiculares (Bonfanti et al., 1998). Más 
recientemente, han surgidos nuevas evidencias en apoyo al modelo de maduración 
(Losev et al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 2006). En estos estudios los autores 
utilizaron técnicas de microscopía confocal in vivo para seguir el proceso de maduración 
del Golgi de Saccharomyces cerevisiae, que como hemos apuntado está constituido por 
un conjunto de cisternas individualizadas esparcidas por el citoplasma. En el modelo de 
transporte vesicular, una cisterna del cis-Golgi mantendría sus características 
moleculares de forma estable a lo largo del tiempo. De forma contraria, el modelo de 
maduración prevé que una cisterna cis, maduraría a una cisterna medial y finalmente a 
una cisterna trans. Utilizando proteínas características de las diferentes cisternas y 
acopladas a distintos fluoróforos, se ha observado in vivo cómo una misma cisterna 
varía su composición proteica, es decir, a lo largo del tiempo se van reemplazando los 
marcadores de cis-Golgi, por marcadores de medial-Golgi y trans-Golgi. ¿Sin embargo, 
Figura 4. Esquema de los diferentes modelos de formación del Golgi. A) En el modelo vesicular las cisternas del 
Golgi (del cis-Golgi al trans-Golgi) se mantienen estables y el cargo se transporta de forma anterógrada a través 
de intermediarios de transporte intra-Golgi. B) En el modelo de maduración, una cisterna del cis-Golgi madura a 
una cisterna del medial-Golgi y después del trans-Golgi. En este modelo la polaridad de las cisternas (contenido de 
proteínas, como por ejemplo enzimas de glicosilación, que  caracterizan las diferentes cisternas del cis-Golgi al 
trans-Golgi) se mantiene a través de un tipo de transporte retrógrado que va del trans-Golgi al cis-Golgi. 





cuál sería la función de las vesículas que se forman en el Golgi? De acuerdo con el 
modelo de maduración estas vesículas servirían para mediar el transporte retrógrado de 
proteínas y lípidos hacia las cisternas precedentes, de forma que la composición 
molecular (contenido de proteínas estructurales y enzimas) de las diferentes cisternas se 








(II) TRANSPORTE ENTRE EL RE Y EL COMPLEJO DE GOLGI 
 
 
El transporte de proteínas y lípidos entre el RE y el Golgi se produce de forma 
bidireccional, denominando transporte anterógrado al que va de RE a Golgi y transporte 
retrógrado al que sigue la ruta inversa de Golgi a RE. Llamamos intermediarios de 
transporte a aquellas estructuras que median el tráfico de proteínas y componentes de 
membrana entre ambos compartimentos. Estos intermediarios de transporte (vesículas o 
túbulos) requieren de la acción coordinada de una compleja maquinaria molecular para 
su formación, su fisión desde el compartimento de membrana de origen, su transporte y 
finalmente su fusión al compartimento de membrana aceptor. Dentro de las proteínas 
que forman parte de este proceso se encuentran las proteínas de cubierta o coats, cuya 
función consiste en la deformación de  las membranas y en la selección del cargo. En el 
transporte entre el RE y el Golgi existen dos tipos de proteínas de cubierta: las que 
componen el COPII y permiten la salida de cargo desde el RE, y el COPI, que media la 


















Figura 5.  Vías de transporte entre el RE y el Golgi. Aparecen representadas las vesículas COPII (transporte 
anterógrado) y COPI (transporte retrógrado y anterógrado de ERGIC a Golgi) 





1.  Transporte anterógrado: vesículas COPII 
La maquinaria del COPII está compuesta por cinco proteínas citosólicas: Sar1, sec23, 
sec24, sec13 y sec31. Las proteínas sec23 y sec24 forman heterodímeros para dar lugar 
a la cara interna de la cubierta, mientras que sec13 y sec31 se conjugan formando 
heterotetrámeros para constituir la cara externa (Barlowe et al., 1994). El reclutamiento 
a nivel del RE de Sar1 y estos dos tipos de complejos, se produce de forma secuencial 
en dominios específicos de membrana, conocidos como sitios de salida del RE (ERES) 
o RE transicional (tER) (Bannykh et al., 1996; Budnik y Stephens, 2009). Estos 
dominios ayudan al mantenimiento de una concentración óptima de los componentes 
del COPII y a su reciclaje, permitiendo un proceso constante de formación de vesículas 
(Orci et al., 1991). La primera proteína reclutada en los ERES es la GTPasa Sar1, cuya 
actividad, como sucede con el resto de GTPasas, se encuentra regulada por su unión 
transitoria a GTP o GDP. De esta forma, cuando se encuentra unida a GDP, Sar1 
permanece en el citoplasma en estado inactivo. Por el contrario, cuando se une a GTP, 
experimenta un cambio conformacional que induce la exposición de su dominio N-
terminal amfipático, el cual  inserta Sar1 en la membrana del RE (Bielli et al., 2005; Lee 
and Miller, 2007). Una vez en la membrana, Sar1 actúa en el reclutamiento del siguiente 
componente del complejo COPII, el heterodímero sec23-24. En este proceso se produce 
una interacción directa entre Sar1 y sec23 (Bi et al., 2002), y a su vez, sec23 actúa 
promoviendo la inactivación de Sar1 al acelerar la hidrólisis de GTP a GDP. Sin 
embargo, la inactivación de Sar1 no llega a finalizarse hasta que el complejo sec13-31, 
componente de la cara externa de la cubierta,  se recluta en el COPII (Antonny et al., 
2001; Yoshihisa et al., 1993). 
El reclutamiento de cargo en las vesículas COPII, también tiene lugar durante la fase 
inicial de formación de la cubierta interna. Este proceso está mediado por diferentes 
mecanismos: 1) por la interacción entre sec24 y secuencias consenso en la cara 
citoplasmática de las proteínas exportadas (Miller et al., 2002), 2) a través de proteínas 
que ejercen funciones adaptadoras (Baines y Zhang, 2007), o 3) por un sistema de 
difusión pasiva (bulk flow) (Thor et al., 2009). 
Una vez formada la cara interna de la cubierta del COPII, se produce la unión del 
heterotetrámero sec13-sec31 para constituir la cara externa. El reclutamiento del 





al., 2007), y su polimerización da lugar a la extrusión de las membranas del RE hasta 
producir la fisión de las vesículas. Resulta interesante que a diferencia de otros tipos de 
vesículas, las COPII no requieren de la acción especializada de GTPasas, como por 
ejemplo dinamina, para completar el proceso de fisión (Matsuoka et al., 1998). Las 
vesículas resultantes tienen un tamaño aproximado de 60-70 nm y contienen el cargo 
que es transportado del RE al compartimento intermedio y al Golgi (esquema de 
















2. Transporte retrógrado. Vesículas COPI. 
En el modelo más aceptado actualmente, las vesículas de tipo COPI se forman en el 
compartimento intermedio (ERGIC) y el Golgi, desde donde respectivamente 
promueven el transporte anterógrado  hasta el Golgi y el transporte retrógrado hacia el 
RE. Las proteínas que constituyen la cubierta del COPI forman un complejo 
heptamérico compuesto por las subunidades α, β, β’, ε, γ, δ y ζ (Eugster et al., 2000; 
Waters et al., 1991). Los componentes del coatómero se reclutan en las membranas  a 
través de interacción directa con la proteína de la familia de GTPasas Arf, Arf1 (Eugster 
et al., 2000; Waters et al., 1991). Como en el caso de sar1, Arf1 también cicla entre dos 
Figura 6. Etapas de formación de las vesículas COPII. Los diferentes componentes de la cubierta interna y externa 
del COPII aparecen representados  





estados, un estado inactivo cuando se encuentra unido a GDP, y uno activo cuando se 
une a GTP. Las proteínas que promueven la sustitución de GTP por GDP en los 
diferentes miembros de Arf son conocidas como ArfGEFs. De entre esta familia de 
proteínas, la ArfGEF GBF se localiza en los compartimentos en los que se forman las 
vesículas COPI (cis-Golgi y ERGIC). El reclutamiento de GBF1 en el Golgi es 
dependiente de su unión a Rab1b (Monetta et al., 2007) y de la formación de PI4P 
(Dumaresq-Doiron et al., 2010). Una vez que Arf-GDP y su GEF respectiva se 
encuentran unidos a la membrana, se produce la activación de Arf. En el caso concreto 
de Arf1, la sustitución de GDP por GTP induce un cambio conformacional que deja 
expuesta su región amfipática con estructura de hélice en el dominio N-terminal. Este 












La inserción en la membrana de Golgi de Arf-GTP, recluta en bloque los componentes 
del coatómero (Hara-Kuge et al., 1994; Sun et al., 2007; Zhao et al., 1997), y a 
continuación se produce la selección del cargo incorporado en las vesículas COPI 
(esquema de las etapas iniciales formación del COPI en la figura 7). Una parte de las 
proteínas incorporadas en las vesículas COPI, interaccionan con componentes del 
coatómero a través de secuencias consenso situadas en su cara citosólica (Eugster et al., 
2004; Fiedler et al., 1996; Sohn et al., 1996). Alternativamente, algunas proteínas 
requieren de su unión a proteínas adaptadoras para su transporte en vesículas COPI. 
Figura 7. Etapas iniciales de formación del COPI. Vemos cómo la inserción de Arf1-GTP recluta los componentes 
del coatómero a la membrana. La hidrólisis del GTP de Arf1 produce su liberación de la membrana, lo cual 
desestabiliza los componentes de la cubierta permitiendo el desensamblaje del coatómero tras la fisión de la 
vesícula. 





Este es el caso del receptor de KDEL, proteína de seis dominios transmembrana que 
contiene la secuencia de interacción con el coatómero KKXSXXX en su extremo C-
terminal. Por otra parte, la región luminal del receptor de KDEL interacciona con 
proteínas que presentan la secuencia KDEL en su extremo C-terminal (Lewis and 
Pelham, 1992). Dicha interacción permite el transporte retrógrado de estas proteínas de 
Golgi a RE (Majoul et al., 1998; Pelham, 1991), donde un cambio en el pH disociaría el 
complejo  (Wilson et al., 1993), dejando al receptor libre para ser transportado de nuevo 
al Golgi. 
 
2.1 Etapas finales en la fisión de las vesículas COPI. 
Una vez caracterizados los principales componentes moleculares que participan en las 
etapas iniciales de formación del coatómero, así como los mecanismos que operan en la 
selección e incorporación de cargo en las vesículas COPI, es momento de detallar los 
procesos que conducen a la fisión del COPI de las membranas. 
En los estadíos iniciales de deformación de la membrana que conducen a la generación 
de una curvatura positiva, la inserción de Arf en la bicapa lipídica ocurre como un 
proceso energéticamente favorable. Sin embargo, a medida que se produce la 
elongación de la vesícula va originándose una creciente curvatura negativa en la base o 
cuello de la vesícula. Esta curvatura negativa resulta desde un punto de vista energético 
altamente desfavorable para la unión de Arf. Un mecanismo posible para relajar las 
tensiones energéticas a medida que el proceso avanza, es la difusión lateral de Arf desde 
el cuello a la punta de la vesícula. Sin embargo, si la interacción de Arf con los 
componentes del coatómero es demasiado fuerte para permitir esta difusión lateral, la 
inestabilidad intrínseca a este estado sólo puede relajarse si se produce el cierre del 
cuello de la vesícula y su consiguiente fisión desde la membrana de origen (Holthuis y 
Burger, 2003). 
Son varias las moléculas cuya cooperación en el proceso de fisión del COPI resulta 
necesaria, siendo tal vez las más extensamente estudiadas aquéllas que pertenecen a la 
familia de ArfGAPs (Cukierman et al., 1995), proteínas que hidrolizan el GTP a GDP 
en las proteínas Arfs. Existen diferentes proteínas con acción GAP sobre diferentes 





un dominio de dedo de zinc, seguido por un residuo conservado de arginina 
(CX2CX16CX2CX4R) (Cukierman et al., 1995). A nivel del Golgi, ArfGAP1, 
ArfGAP2 y ArfGAP3, han sido identificadas como componentes necesarios en la 
formación del COPI. El silenciamiento de las tres isoformas incrementa los niveles de 
Arf1 unido a membranas, al tiempo que se observa una acumulación del coatómero y 
componentes del Golgi (como GM130) en el compartimento intermedio (Saitoh et al., 
2009).  
Aparte de las proteínas ArfGAPs, en los últimos años otros componentes implicados en 
la maquinaria de fisión de las vesículas COPI  han  sido  identificados. Este es el caso 
de la proteína BARS (brefeledin A ADP-ribosylated substrate), implicada en el proceso 
final de constricción del cuello de las vesículas (Yang et al., 2005). Actualmente se 
considera que BARS actuaría conjuntamente con ciertos lípidos para inducir curvatura 
de membrana y promover la fisión del cuello de las vesículas (Yang et al., 2008; Yang 
















Figura 8. Esquema general de las etapas de formación de las vesículas COPI. El proceso se inicia con el 
reclutamiento de los componentes del coatómero por la forma unida a GTP de Arf1, A continuación el cargo se 
recluta en la vesícula naciente por interacción con componentes del coatómero o bien por interacción con proteínas 
adaptadoras. Finalmente se produce la hidrólisi de Arf1-GTP por ArfGAP y la maquinaria de fisión produce la 
escisión de la vesícula COPI de la membrana de origen. 





3. Transporte retrógrado independiente de COPI y dependiente de Rab6 
Hasta ahora hemos introducido los principios moleculares del transporte retrógrado 
dependiente de COPI, sin embargo en los últimos años se ha descrito la existencia de un 
tipo de transporte retrógrado independiente de COP-I y dependiente de Rab6. Esta vía 
de transporte fue inicialmente descubierta al comprobar que la inhibición del transporte 
COPI por microinyección de anticuerpos contra componentes del coatómero, si bien 
bloqueaba el tansporte retrógrado de ERGIC-53 o el receptor de KDEL, no afectaba al 
tráfico de Golgi a RE de la subunidad B de la Shiga toxin (STxB), ni al reciclaje de 
enzimas de glicosilación. En el mismo artículo, los autores identificaron que la Rab 
GTPasa Rab6 es un componente necesario de esta vía de transporte (Girod et al., 1999). 
Al estudiar in vivo la salida de intermediarios de transporte marcados con Rab6 desde el 
Golgi, se ha observado que éstos siguen un movimiento dependiente de microtúbulos 
principalmente dirigido hacia la periferia de la célula, donde se produce su entrada en el 
RE. Dichos intermediarios de transporte no incorporan  cargo que sigue la vía de 
transporte dependiente de COPI, y por el contrario contienen la STxB (White et al., 
1999). En el mismo estudio, los autores también observaron estructuras de tipo 
vesicular marcadas con Rab6 desplazándose en estrecha asociación a los extremos de 
los túbulos de RE, y que existía una segregación a nivel de RE entre Rab6 y el receptor 
de KDEL (White et al., 1999). La sobreexpresión de un mutante de Rab6 unido a GDP 
inhibe el transporte retrógrado de la STxB (Girod et al., 1999; White et al., 1999), 
mientras que la sobreexpresión de una forma constitutivamente activa (unida a GTP) 
produce la redistribución de enzimas de glicosilación de Golgi a RE, causando un efecto 
de fusión de ambos compartimentos similar al observado tras tratamiento con brefeldina 
A (Martinez et al., 1997). La dependencia del citoesqueleto de microtúbulos en el 
movimiento de las vesículas Rab6 también se ha demostrado. La sobreexpresión del 
dominio carboxi-terminal de Rabkinesina-6, proteína motora que interacciona con 
Rab6, inhibe el efecto sobre el transporte de la sobreexpresión de Rab6-GTP (Echard et 
al., 1998). Curiosamente, también se ha descrito una interacción de Rab6 con Bicaudal-
D, proteína a través de la cual las vesículas Rab6 se asociarían al complejo dineína-
dinactina, necesario para el transporte en la dirección contraria, es decir, de la periferia 





Por otra parte, también se ha demostrado que Rab6 resulta necesario, si bien no 
esencial, para el transporte de Golgi a membrana plasmática, concretamente hacia 
regiones enriquecidas en la proteína cortical de unión a Rab6 ELKS (Grigoriev et al., 
2007; Grigoriev et al., 2011; Miserey-Lenkei et al., 2010). Una posible explicación a 
esta diversidad en los efectos de Rab6 sobre el transporte, se ha propuesto recientemente 
al describir que existe una interacción de Rab6 con la proteína miosina II a nivel del 
Golgi. Esta interacción permitiría acoplar Rab6 al citoesqueleto de actina a través de 
miosina II, lo que resultaría necesario en el proceso de fisión de intermediarios de 








(III) DINÁMICA Y COMPOSICIÓN DE LAS MEMBRANAS CELULARES 
Los lípidos cumplen tres funciones principales: 1) son utilizados como reserva de 
energía, 2) se organizan para formar las membranas externas e internas de las células, es 
decir, cumplen un papel estructural y 3) actúan en procesos de señalización intracelular. 
En la primera parte de este capítulo pretendemos ofrecer una visión general de los 
principales lípidos de las biomembranas, detallando los aspectos más relevantes en 
referencia a su topología y su metabolismo. Finalmente, desarrollaremos algunos 
aspectos relativos a las propiedades biofísicas de los lípidos, y el papel que tienen estas 
propiedades en la regulación de curvatura de membrana, esencial para la formación de 
intermediarios de transporte. 
1. Clasificación de los principales lípidos de las membranas. 
Los principales lípidos presentes en las membranas de las células eucariotas son los 
glicerofosfolípidos. Este grupo de lípidos, cuya porción hidrofóbica es el diacilglicerol 
(DAG), pueden presentar uno o varios dobles enlaces cis en las cadenas de ácidos 
grasos que están unidas al carbono sn-1 o sn-2 del glicerol. Además, a esta estructura 
básica se le puede unir un grupo fosfato en el carbono sn-3 del glicerol (formando ácido 
fosfatídico; PA) y a este fosfato una molécula (R) que puede ser neutra como la serina o 
el inositol [formando la fosfatidilserina (PS) o el fosfatidilinositol (PI)] o de carga 
positiva como la colina o la etanolamina [formando la fosfatidilcolina (PC) o la 
fosfatidiletanolamina (PE)]. El lípido más común es la PC, que constituye el 50% del 
contenido total de fosfolípidos en la mayoría de las membranas de eucariotas.  
Los esfingolípidos constituyen otra gran clase de lípidos estructurales. Su cuerpo 
hidrofóbico es la ceramida (Cer). Los principales esfingolípidos en células de 
mamíferos son la esfingomielina (SM) y los glicoesfingolípidos (GSLs), los cuales 
contienen mono-, di- u oligosacáridos basados en glicosilceramida (GlcCer) y en 
ocasiones galactosilceramida (GalCer) (van Meer y Lisman, 2002). Los esfingolípidos 
se caracterizan por tener cadenas saturadas (o insaturadas en trans), de tal forma que 
presentan una estructura cilíndrica más compacta que las moléculas de PC, dotando a 





Finalmente los esteroles constituyen la principal clase de lípidos no polares. Los 
esteroles son esteroides con 27 o 29 átomos de carbono. Su estructura química deriva 
del esterano, una molécula de 17 carbonos formada por tres anillos hexagonales y uno 
pentagonal. En los esteroles, se añade una cadena lateral de 8 o más átomos de carbono 
en el carbono 17 y un grupo alcohol o hidroxilo (-OH) en el carbono 3. El principal 
lípido del grupo de los esteroles en mamíferos es el colesterol, mientras que en 
levaduras es el ergosterol. Los esteroles se encuentran principlamente en regiones de 
membrana altamente ordenadas y enriquecidas en esfingolípidos (esquema de los 











Tal y como hemos mencionado al inicio de este apartado, existen lípidos que aparte de 
llevar a cabo una función estructural también actúan como moléculas señalizadoras. La 
hidrólisis de glicerofosfolípidos produce los siguientes mensajeros lipídicos: 
lisofosfatidilcolina (LPC), ácido lisofosfatídico (LPA), ácido fosfatídico (PA) y 
diacilglicerol (DAG). Por otra parte, a partir de la hidrólisis de esfingolípidos se 
producen: esfingosina (Sph), esfingosina-1-fosfato (S1P), ceramida-1-fosfato (C1P) y 
ceramida (Cer). LPC, LPA, Sph y S1P contienen una única cadena alifática, lo que hace 
que su inserción en la bicapa lipídica sea relativamente lábil. Ejercen su función 
Figura 9. Representación de la 
estructura química de los principales 
lípidos presentes en la membrana de 
las células eucariotas: los 
glicerofosfolípidos (ejemplo de la 
fosfatidilcolina, PC), los 
esfingolípidos (estructura de la 
esfingomielina, SM) y los esteranos 
(estructura del colesterol). 






señalizadora activando receptores de membrana (Meyer zu Heringdorf y Jakobs, 2007). 
Por el contrario el PA, el  DAG, la C1P y la Cer, permanecen en las membranas y su 
función señalizadora está principalmente relacionada con el reclutamiento de proteínas 




















Figura 10. Esquema de los principales lípidos con funciones estructurales y señalizadoras y de sus relaciones 
metabólicas: PC (fosfatidilcolina), LPC (lisofosfatidilcolina), LPA (ácido lisofosfatídico), AA (ácido 
araquidónico), SM (esfingomielina), GalCer (galactosilceramida), PI (fosfatidilinositol), PIP2 (fosfatidilinositol 
bifosfato), C1P (ceramida-1-fosfato), S1P (esfingosina-1-fosfato), Sph (esfingosina), SPC 
(esfingosilfosforilcolina), Cer (ceramida), DAG (diacilglicerol). 





2. Curvatura de membrana. Conceptos generales 
Hecha esta clasificación inicial sobre los principales grupos de lípidos en las células 
eucariotas, en este apartado expondremos algunos conceptos relativos a las propiedades 
físicas de los lípidos, y cómo estas propiedades pueden regular la plasticidad de las 
membranas, por ejemplo generando curvatura. 
Para abordar esta cuestión en primer lugar debemos introducir una serie de conceptos 
relativos a la curvatura de las membranas, empezando por la polaridad  (positiva o 
negativa) de la curvatura. Se considera curvatura positiva cuando la cabeza polar de los 
lípidos, la que está en contacto con el medio acuoso, se proyecta de forma convexa 
hacia este medio acuoso, mientras que se considera curvatura negativa cuando la cabeza 
polar de los lípidos se invagina, es decir, forma una curvatura cóncava,  respecto al 
medio acuoso (McMahon y Gallop, 2005). 
En la figura 11 podemos observar cómo en un corte frontal a través del eje más largo de 
una vesícula, la hemimembrana citosólica presenta curvatura positiva en la zona más 
apical, mientras que en el cuello formaría curvatura negativa. En cambio, en un corte 
transversal realizado sobre el cuello de la vesícula observamos curvatura positiva en la 
hemimembrana citosólica y curvatura negativa en la hemimembrana luminal. 
En la membrana existen unas zonas específicas o microdominios que son susceptibles a 
deformarse. En estos microdominos actúan proteínas y lípidos de forma conjunta para 
generar curvatura positiva y/o negativa. A nivel proteico, las proteínas de cubierta o 
coats, como hemos visto en el apartado anterior, resultan necesarias para la formación y 
fisión de las vesículas. También resulta esencial el papel del  citoesqueleto, tanto el de 
microtúbulos como el de microfilamentos de actina, y de las proteínas motoras 
asociadas. Experimentos in vitro han demostrado que proteínas motoras de los 
microtúbulos, como la quinesina, se anclan por una parte en las membranas de Golgi y 
por la otra en los microtúbulos, generando una fuerza de tensión sobre las membranas 
capaz de producir su deformación en estructuras tubulares (Roux et al., 2005). Por otra 
parte, el citoesqueleto de actina proporciona un soporte estructural que facilita la 





















polimerización de actina de novo o bien empleando la fuerza generada por los motores 
de actina (miosinas) (Buss et al., 2002). Al igual que en el caso del citoesqueleto de 
microtúbulos, existen evidencias experimentales del acoplamiento funcional entre 
maquinaria de fisión y la polimerización de actina en el TGN (Antonny, 2006; Cao et 
al., 2005; Carreno et al., 2004; Kerkhoff et al., 2001; Kessels y Qualmann, 2004; 
Praefcke y McMahon, 2004; Rozelle et al., 2000).  
Respecto al papel central de los lípidos, éstos pueden favorecer la formación de 
curvatura debido a sus propias características estructurales., o bien a través de reclutar 
proteínas citosólicas capaces de sensar, estabilizar y generar curvatura. En el siguiente 
apartado desarrollaremos ambos conceptos. 
Figura 11. Esquema en el que aparecen representados diferentes ejemplos de curvatura de membranas. A) En la 
bicapa, la hemimembrana citosólica presenta curtura positva, mientras que la hemimenbrana luminal presenta 
curvatura negativa. B) Esquema de las diferentes curvaturas que se observan en una vesícula, negativa en el 
cuello y positiva en la parte superior. Por otra parte, al observar un corte transversal del cuello de la vesícula la 
hemimembrana citosólica presenta curvatura positiva, mientras que la hemimembrana luminal presenta 
curvatura negativa. 





2.1 Cooperación de lípidos y proteínas en la generación de curvatura de 
membrana.  
Como ya hemos apuntado en la introducción, el principal lípido en las células eucariotas 
es la PC. Debido a su carácter amfipático, las moléculas de PC se organizan de forma 
espontánea en bicapas lipídicas, con las colas hidrofóbicas en la parte central y la 
cabeza polar en contacto con el medio acuoso. La presencia de un doble enlace en cis en 
una de sus cadenas de ácidos grasos, permite que a temperatura ambiente las 
membranas enriquecidas en PC sean fluidas. A nivel estructural su geometría es 
cilíndrica, cosa que favorece su disposición en bicapas planas. Por el contrario, la 
presencia de lípidos  con geometría cónica causa alteraciones en el grado de 
empaquetamiento de los lípidos de las membranas, lo que genera curvatura (Janmey y 
Kinnunen, 2006; van den Brink-van der Laan et al., 2004). Lípidos como la PE, el PA o 
el DAG  tienen una cabeza polar relativamente pequeña en comparación con la PC, lo 
que les confiere estructura cónica. La geometría de los lípidos también depende de las 
características de las cadenas de ácidos grasos. Una cadena oleil  (C18:1) ocupa un 
volumen superior al de una cadena palmitoil (C16:0) debido a la presencia de un doble 
enlace, lo que genera una especie de pliegue en el centro de la cadena. Por lo tanto, los 
defectos en el grado de empaquetamiento de los lípidos provienen de dos factores: la 
ratio entre lípidos con cabezas polares grandes (cilíndricos) y pequeñas (cónicos) y la 
ratio entre lípidos saturados e insaturados (figura 12). 
El nivel de empaquetamiento de los lípidos probablemente incrementa de forma gradual 
a lo largo de la vía secretora (Brugger et al., 2000; Holthuis y Levine, 2005; Klemm et 
al., 2009). En un extremo, la membrana del RE se caracteriza por presentar un nivel 
muy bajo de empaquetamiento. Esto es debido a la presencia de elevadas cantidades de 
fosfolípidos insaturados y a la baja cantidad de colesterol, cuya síntesis está 
estrechamente regulada (Bretscher y Munro, 1993; Radhakrishnan et al., 2008). En el 
otro extremo, los lípidos de la membrana plasmática tienen un nivel de 
empaquetamiento muy superior por la presencia de lípidos saturados y altos niveles de 
colesterol. 
La importancia de la presencia de lípidos que doten de fluidez (bajo nivel de 
















estudio, para revertir  el estrés de RE en levaduras con déficit de síntesis de fosfolípidos 
insaturados, se analizó el efecto de añadir 65 cadenas de ácidos grasos con diferente 
longitud y grado de saturación (Deguil et al., 2011). Todas las cadenas de ácidos grasos 
pudieron incorporarse en los fosfolípidos, pero sólo las cadenas de ácidos grasos 
insaturados reestablecieron el crecimiento normal de las células.  El nivel de 
empaquetamiento de las membranas también puede influir en el reclutamiento de 
proteínas, como por ejemplo Sar1. Esta proteína, cuya función en la formación del 
COPII resulta esencial (ver apartado anterior), presenta la secuencia hidrofóbica de 
inserción en membrana más larga que se haya descrito entre las diferentes proteínas de 
la familia de las GTPasas (Huang et al., 2001; Lee et al., 2005). Sar1 se inserta de forma 
más eficiente en membranas enriquecidas en fosfolípidos con ácidos grasos insaturados 
(especialmente C18:1-C18:1), demostrativo de que su dominio hidrofóbico tiene 
preferencia por bicapas lipídicas con un bajo nivel de empaquetamiento (Matsuoka et 
al., 1998).  
Otro ejemplo lo encontramos en las proteínas con dominios que actúan como sensores 
del nivel de curvatura de membrana (dominios LPS, “lipid packing sensor”), como por 
Figura 12. Lípidos y curvatura de membrana. A) Los lípidos pueden presentar diferentes geometrías dependiendo de 
su estructura molecular (principalmente determinadas por el tamaño de la cabeza polar y la presencia de dobles 
enlaces en la cadena de ácidos grasos). Lípidos como la fosfatidilcolina (PC) tienen estructura cilíndrica, mientras 
que lípidos como el diacilglicerol (DAG) o el ácido lisofosfatídico (LPA) tienen estructura cónica. B) Representación 
del efecto de la presencia de un doble enlace en la geometría de una cadena de ácidos grasos. C) Representación de 
los efectos de la acumulación de lípidos de estructura cónica y lípidos insaturados en la generación de curvatura de 
membrana. 





ejemplo ArfGAP1. Estudios in vitro han demostrado que la actividad de ArfGAP1 
incrementa a medida que disminuye el diámetro de los liposomas (Bigay et al., 2003). 
Esta sensibilidad al nivel de curvatura vendría determinada por el hecho de que la 
inserción del dominio LPS (con estructura de hélice amfipática), dependería del grado 
de empaquetamiento de los lípidos que conforman la bicapa. De esta forma, en 
condiciones en que se producen asimetrías en el nivel de empaquetamiento de los 
lípidos, como cuando se inicia el proceso de gemación de una vesícula, la curvatura 
positiva de la hemimembrana externa crearía espacios entre los lípidos que permitirían 
la inserción del dominio LPS, reclutando ArfGAP1 a la vesícula en formación (Bigay et 
al., 2005). Por otra parte, la composición lipídica de la membrana también podría 
regular el reclutamiento de ArfGAP1 en ausencia de una curvatura inicial. Sobre este 
punto se ha descrito que ArfGAP1 se une con poca afinidad a membranas enriquecidas 
en fosfolípidos de estructura cilíndrica, mientras que la presencia de lípidos de 
estructura cónica o lípidos insaturados, permitiría la inserción del dominio LPS entre los 
espacios generados por la acumulación de estos lípidos (Antonny et al., 1997b). Una 
vez en la membrana, el dominio LPS podría actuar sinérgicamente con los lípidos de 
estructura cónica generando curvatura positiva de la hemimembrana externa. Tomando 
como referencia un plano longitudinal, en una vesícula el punto de máxima curvatura 
positiva de la hemimembrana externa se encontraría en la punta, mientras que en el 
cuello observaríamos curvatura negativa. Esta asimetría haría que la actividad catalítica 
de ArfGAP1 se produjese de forma localizada desde la punta de la vesícula a la base, 
permitiendo que el proceso de desensamblaje del coatómetro no ocurra hasta que la 
vesícula haya completado su formación (figura 13).  
Apoyando este modelo, estudios realizados in vitro en vesículas unilamelares de gran 
tamaño (GUVs) sobre las que se puede generar mecánicamente la formación de túbulos, 
han demostrado que ArfGAP1 se distribuye en la región de mayor curvatura positiva (el 
túbulo), quedando excluida del cuerpo de la vesícula (Ambroggio et al., 2010). 
Respecto a estudios realizados in vivo, el silenciamiento de ArfGAP1 induce la 
acumulación de perfiles vesiculares adheridos a las membranas de Golgi, evidenciando 
un impedimento en el proceso de fisión de las vesículas COPI (Asp et al., 2009). A 



















proteína de la envoltura nuclear (Nup133) y la proteína de RE Atg14L/BARKOR 
(Cardenas et al., 2009; Doucet et al., 2010; Fan et al., 2011; Levi et al., 2008).  
En la vía endocítica, las proteínas con dominios BAR cumplen funciones análogas a las 
proteínas con dominios LPS en la vía secretora. Los dominios BAR forman dímeros a 
partir de la yuxtaposición de dos hélices alfa (estructura de hélice arrollada, “coiled-
coil”), dando lugar a una molécula de superficie cóncava y carga positiva (figura 14) 
(Frost et al., 2009; Peter et al., 2004; Zimmerberg y McLaughlin, 2004). A partir de su 
dimerización, los dominios BAR actúan reconociendo, estabilizando y generando 
curvatura en un proceso dependiente de su concentración  y su reclutamiento a 
membranas (Frost et al., 2008; Galic et al., 2012; Peter et al., 2004). En relación a la 
unión a membranas de estas proteínas, juegan un papel importante las interacciones 
Figura 13. Esquema de la inserción de ArfGAP1 en membranas. A) El dominio LPS se inserta con mayor eficiencia 
en membranas que presentan un cierto grado de curvatura positiva en comparación con membranas planas. B) El 
dominio LPS se inserta con mayor eficiencia en membranas con un elevado contenido en lípidos de estructura 
cónica. A su vez, la inserción del dominio LPS  puede actuar sinérgicamente con los lípidos de estructura cónica en 
la generación de curvatura positiva. C) Lípidos con estructura de cono invertido, como el ácido lisofosfatídico, 
pueden tener un efecto análogo al dominio LPS en la inducción de curvatura positiva .D) Disposición de ArfGAP1 
en las vesículas COPI. La máxima actividad de ArfGAP1 se conseguiría en las regiones de mayor curvatura positiva 
de la hemimembrana externa, de forma que la hidrólisis de Arf1 se produciría de forma localizada desde la punta de 
la vesícula (máxima curvatura positiva), al cuello (curvatura negativa). 





electrostáticas entre los fosfolípidos (carga negativa) y los aminoácidos con carga 
positiva de los dominios BAR (Gallop et al., 2006; Masuda et al., 2006; Peter et al., 
2004; Takenawa, 2010). Hemos dicho que a nivel intracelular existe un gradiente de RE 
a membrana plasmática en cuanto al grado de ordenación (empaquetamiento) de los 
lípidos. Curiosamente, la carga de las membranas también presenta un gradiente similar. 
En células eucariotas, las propiedades electrostáticas de las membranas dependen 
principalmente de las cantidades de fosfatidilserina (PS). En el RE los niveles de PS son 
muy bajos, mientras que en la membrana plasmática la PS  constituye alrededor del 











Además de esta diferente concentración, estudios recientes sugieren que en el RE la PS 
se encuentra principalmente en la membrana luminal, mientras que en la membrana 
plasmática se encuentra en la capa citosólica (Fairn et al., 2011; Kay et al., 2012). En la 
misma línea, se ha publicado que en la membrana plasmática la formación de PIP2 está 
restringida a la capa citosólica (Di Paolo y De Camilli, 2006). Estos resultados indican 
que la carga negativa de la membrana del RE en contacto con el citosol debe ser inferior 
a la que encontramos en la membrana plasmática. Por tanto, resulta lógico pensar que 
las proteínas con dominios BAR, cuya unión a membranas depende de interacciones 
+ + + + + 
- - - - - 
Figura 14. Estructura de los dominios BAR y su interacción con las membranas. Vemos cómo las estructuras de 
hélice arrollada (“coiled coil”) de dos dominios BAR dimerizan formando una estructura cóncava. La cara interna 
de esta estructura está enriquecida en aminoácidos de carga positiva, lo que permite que se formen interacciones 
electrostáticas con la carga negativa de los fosfolípidos de la membrana. 





electrostáticas, se produzca preferentemente en regiones de la membrana plasmática y 
compartimentos endosomales. Reforzando esta hipótesis, al ser sobreexpresados, todos 
los dominios BAR  se asocian a compartimentos endosomales o de membrana 
plasmática, mientras que ninguno se localiza en el RE (Peter et al., 2004). Esta 
diferencia resulta especialmente significativa debido a que el diámetro de los túbulos de 
RE (50 nm) encajaría perfectamente con la superficie cóncava de los dominios BAR 
(Shibata et al., 2009). Probablemente, el hecho de que no se produzca esta asociación, 
se deba a las características electrostáticas de las membranas citosólicas de RE (con baja 
carga negativa) (Fairn et al., 2011; Kay et al., 2012). 
En resumen, a lo largo de la vía secretora se produce un gradiente respecto al nivel de 
empaquetamiento de los lípidos (ER< membrana plasmática) y su carga eléctrica 
negativa (ER <membrana plasmática). Por una parte, estas diferencias determinan la 
plasticidad de las membranas, entendida como capacidad  para adoptar estructuras con 
un requerimiento alto de curvatura (por ejemplo vesículas o túbulos). Por otra  parte, 
resultan importantes en el reclutamiento de proteínas citosólicas que actúan 
sinérgicamente con los lípidos en la deformación de las membranas (proteínas con 





(IV) EL DIACILGLICEROL EN LA VÍA SECRETORA 
 
1. Características generales de las moléculas de diacilglicerol 
El DAG es un lípido neutro constituido por una cabeza polar muy pequeña, únicamente 
un grupo –OH del glicerol. A este glicerol se le unen dos ácidos grasos de 14 o más 
carbonos en las posiciones sn-1 y sn-2 de la cadena del glicerol. El ácido graso 
esterificado de la posición sn-1 generalmente es saturado (sin ningún doble enlace), 
mientras que el de la posición sn-2 es insaturado ya que presenta uno o varios (cis) 
dobles enlaces (mono- o poliinsaturado). Esto comporta un plegamiento de la cadena 
acil que disminuye el empaquetamiento. Los ácidos grasos saturados presentes en las 
membranas celulares son el ácido palmítico (16:0), el ácido esteárico (18:0) y el ácido 
araquídico (20:0); los ácidos grasos monoinsaturados son el ácido oléico (18:1) y el 
ácido erúcico (22:1); y los ácidos grasos npoliinsaturados son el ácido linoleico (18:2), 


















Figura 15. Tipos de AGs y DAGs en las membranas celulares. A. Tipos de ácidos grasos (AGs). La nomenclatura 
de los AG se indica poniendo primero el número de carbonos que forman la cadena y después el número de 
insaturaciones que presenta. Por ejemplo, en el caso del ácido palmítico (16:0) tiene 16 carbonos y ninguna 
insaturación. Los AGs más abundantes en las células son el 16:0, 18:0, 18:1 y el 18:2). B. Tipos de DAGs. Los 
DAG se forman por combinación de dos de los AG mostrados en el panel A. En rojo se muestra la morfología de 
los AG que es importante para la topología final de las membranas. 





Se han identificado más de 50 especies diferentes de DAG en base a la longitud del 
ácido graso y al grado de saturación, y existen evidencias de la diferente participación 
de estas especies moleculares en diferentes  procesos celulares (Deacon et al., 2002; 
Pettitt et al., 1997). Hecha esta introducción inicial, en los siguientes puntos 
abordaremos la importancia de las vías metabólicas implicadas en la síntesis de DAG en 
las etapas de la vía secretora. 
 
2. Vías de síntesis del diacilglicerol en el Golgi. 
Existen cuatro mecanismos para producir DAG en el Golgi: 1) el DAG puede formarse 
por una acción secuencial de la PLD (que formaría PA a partir de PC) y de las PAP2 
(que defosforilarían el PA para formar DAG) (Long et al., 2005; Roberts et al., 1998a; 
Waggoner et al., 1996). 2) La PI-PLC (Rhee, 2001) hidroliza el PI4P o el PI(4,5)P2 para 
generar DAG (Carrasco y Merida, 2004) y 3) La esfingomielina sintasa (SMS) 
transfiere la colina y el fosfato de la PC a la Cer para generar SM y DAG (Ichikawa y 


















Figura 16. Esquema de las diferentes vías de síntesis y degradación del DAG en el Golgi.  
 





2.1 Papel de la fosfolipasa D y las fosfatasas del ácido fosfatídico en el Golgi. 
En relación al papel de la PLD en la formación de intermediarios de transporte desde el 
Golgi, se ha publicado que la síntesis de PA a partir de la hidrólisis de PC por la PLD2,  
actuaría sinérgicamente junto con las proteínas endofilina y BARS en el proceso final  
de fisión de las vesículas COPI (Yang et al., 2005; Yang et al., 2006). En el mismo 
estudio demuestran que el silenciamiento de PLD2, causa la acumulación de perfiles 
vesiculares exhibiendo una fisión incompleta de las membranas de Golgi. Este efecto 
morfológico se correlaciona con una afectación del transporte retrógrado hacia el RE 
dependiente de COPI  (Yang et al., 2008). Una cuestión objeto de controversia es si el 
PA producido a partir de la acción de PLD sería en sí mismo un efector del proceso de 
fisión, o si bien sería necesario como intermediario en la producción de otras especies 
moleculares como el DAG. En relación a este punto, se ha publicado que la inhibición 
por propanolol de las proteínas de la familia de las fosfatasas del ácido fosfatídico 
(PAP2), también conocidas como fosfatasas de fosfolípidos (LPPs) , causa una 
inhibición en el proceso de fisión de las vesículas COPI (Fernandez-Ulibarri et al., 
2007) (figura 17) (estos resultados se explicarán con mayor profundidad en el apartado 
















Figura 17. Imagen de microscopía electrónica que muestra los efectos del propanolol sobre la organización 
estructural del Golgi. En el panel B podemos ver cómo el propanolol induce una desestructuración de la morfología 
de cisternas aplanadas del Golgi, y especialmente un incremento del número de perfiles vesiculares próximos al 
Golgi (magnificaciones del panel C). En los paneles inferiores (D1-D3) podemos observar por tomografía que estas 
vesículas están estrechamente asociadas a las cisternas del Golgi, evidenciando un proceso de fisión incompleto. 
 





En un estudio posterior, utilizando una concentración de propanolol superior que 
inhibiría tanto a las proteínas de la familia de las PAP2, como a las proteínas de la 
familia PAP1, los autores observan una inhibición en el proceso de gemación de 
vesículas COPI desde las membranas de Golgi, indicando que la generación de DAG a 
partir de PA puede ser necesaria en las fases iniciales de formación del  COPI (es decir, 




















Más recientemente se ha publicado un estudio en el cual relacionan actividades opuestas 
de las enzimas  acetil transferasas de lisofosfolípidos (LPAAT) y fosofolipasa A (PLA) 
en la regulación de la morfología de los intermediarios de transporte formados en el 
Golgi (Yang et al., 2011). Los autores de dicho estudio proponen que las enzimas 
LPAATɣ, y PLD2, actuarían promoviendo el proceso de fisión de las vesículas COPI a 
través de convertir el ácido lisofosfatídico (LPA) (LPAATɣ) y la PC (PLD2) en PA. Por 
otra parte, la PLA actuaría promoviendo la elongación de las vesículas nacientes a partir 
Figura 18. A) Imagen de microscopía electrónica 
que muestra los efectos sobre la morfología del 
Golgi de tratar por un corto tiempo las células 
con propanolol a una concentración que inhibe  
tanto a las proteínas PAP1 como a las PAP2. 
Destaca la morfología plana de las cisternas y la 
ausencia de perfiles vesiculares. También se 
muestra cómo al retirar el propanolol del medio 
se produce una vesiculación masiva de las 
cisternas .B) En el esquema propuesto una 
acumulación inicial de DAG en la cara luminal 
de las membranas actuaría sinérgicamente con el 
LPA para producir curvatura positiva de la 
hemimembrana citosólica.   
 





de la reacción inversa, es decir originando LPA a partir de PA. Este incremento de LPA,  
por tanto, favorecería un retraso en el proceso de fisión del COPI, originando túbulos en 
lugar de vesículas (figura 19). 
En el mismo estudio proponen que la morfología de los intermediarios de transporte 
(túbulos o vesículas) puede ser importante para determinar el cargo que incorporan. 
Según los autores, en las vesículas los componentes del coatómero presentarían una 
mayor densidad, lo que permitiría una incorporación selectiva de cargo con destino 
retrógrado, excluyendo el cargo anterógrado. Por otra parte en los túbulos el coatómero 
se encontraría exclusivamente en la base y la punta, y esta menor densidad permitiría la 
incorporación de cargo con destino anterógrado. Es decir, que a través de la regulación 
de los niveles de LPA y PA, se producirían vesículas o túbulos, que incorporarían cargo 













2.2 Papel de las esfingomielinas sintetasas en el Golgi 
Otra de las vías de síntesis de DAG que tiene especial relevancia en la regulación de la 
morfología del Golgi y en la formación de intermediarios de transporte desde este 
compartimento, es la que implica a las enzimas de la familia de la esfingomielinas 
sintetasas (SMS). Se han descrito dos isoenzimas con actividad esfingomielina sintetasa 
en el Golgi, las SMS1 y 2, y ambas producen DAG y SM a partir de PC y Cer. Al tratar 
las células con ceramidas de cadena corta, se produce un incremento de DAG en el 
Golgi en un proceso dependiente de SMS1 y SMS2 (Duran et al., 2012; Villani et al., 
Figura 19. Esquema que muestra los roles opuestos de PLA2 (formación de túbulos) y de LPAAT y PLD2 (formación 
de vesículas) en la formación de intermediarios de transporte tipo COPI a nivel del Golgi. 
 





2008). Por otra parte el silenciamiento de SMS1 y 2 disminuye la asociación de PKD en 
el Golgi y retrasa el transporte de cargo del Golgi a membrana plasmática (Subathra et 
al., 2011). Más recientemente se ha publicado que si bien la adición de ceramidas de 
cadena corta incrementa los niveles de DAG y SM en el Golgi, esto conlleva un 
impedimento en la formación de intermediarios de transporte desde el Golgi sin afectar 
a la llegada de cargo (Duran et al., 2012). En el mismo artículo demuestran que in vitro, 
la incorporación a vesículas unilamelares de moléculas de SM de cadena corta impide la 
formación de dominios ordenados de membrana. En base a estos resultados, los autores 
concluyen que la formación de dominios ordenados de membrana enriquecidos en 
colesterol y SM de cadena larga es necesaria para la correcta formación de 






















Figura 20. Esquema de la función de las enzimas esfingomielina sintetasas (SMS) en el Golgi. La esfingomielina 
(SM) producida a partir de ceramida (Cer) y fosfatidilcolina (PC) por las SMS, juntamente con moléculas de 
colesterol,  forman balsas lipídicas en el TGN. Sin embargo, al añadir como sustrato de las SMS ceramidas de 
cadena corta (Cer-C6), las moléculas resultantes de esfingomielina no permitirían la estructuración de estos 
dominios de membrana ordenados, alterando la salida de cargo desde el Golgi. 
 





2.3 Papel de la proteían cinasa C en el Golgi. 
La formación de DAG también resulta importante debido a que actúa activando a 
algunos miembros de la familia de proteínas con actividad treonina cinasa PKC 
(proteína cinasa C). Existen once miembros descritos de esta familia, que se clasifican 
en tres grupos en función de los cofactores que requieren para su activación: 1) Las 
PKCs clásicas (α, β, ɣ) requieren DAG y calcio. Los miembros de esta clase tienen un 
dominio C1 de unión a DAG y un dominio C2 de unión fosfolípidos dependiente de 
calcio. 2)  las PKCs nóveles (δ, ε, η y θ), requieren DAG pero no calcio, y al igual que 
las PKCs clásicas tienen un dominio C1 y un dominio C2 (que en los miembros de esta 
clase no une calcio). 3) Por último las PKCs atípicas  (ι y ζ) no requieren ni de DAG ni 
de calcio para su activación, y no poseen los dominios C1 y C2. 
La mayor información disponible sobre la función de PKC en el Golgi está relacionada 
con la salida de cargo desde el TGN a la membrana. En particular, se ha descrito que la 
PKCμ (también llamada PKD) juega un papel importante en este proceso. La 
inactivación de PKD por agentes químicos, la expresión de un mutante catalíticamente 
inactivo, o el silenciamiento de PKD, inhiben la salida de cargo del TGN con destino a 
la membrana basolateral. En estas condiciones el cargo permanece atrapado en 
estructuras tubulares (Bossard et al., 2007; Liljedahl et al., 2001). De forma contraria, la 
sobreexpresión de una forma constitutivamente activa de PKD causa la vesiculación del 
Golgi (Bossard et al., 2007). El conjunto de estos resultados es indicativo de que la 
PKD participa en el proceso de fisión de intermediarios de transporte desde el TGN. 
Existen tres isoformas de PKD en mamíferos (PKD1-3), y todas ellas están implicadas 
en el transporte de proteínas con destino a la membrana basolateral (Yeaman et al., 
2004). Estas proteínas forman homo- y heterodímeros y la inactivación o el 
silenciamiento por siRNAs de cualquiera de los componentes del complejo inhibe la 
salida de cargo desde el TGN (Bossard et al., 2007). 
Desde un punto de vista mecanístico, actualmente se considera que la PKD inicia una 
cascada de procesos moleculares implicados en la formación y fisión de intermediarios 
de transporte. PKD se recluta en el TGN a través de su dominio C1a de unión a DAG 
(Baron and Malhotra, 2002), mientras que a través del dominio C1b interacciona con 




















familia de las PKCs, la PKCη, podría fosforilar y activar a PKD (Diaz Anel and 
Malhotra, 2005). A su vez, PKD activa a la encima PI4KIIIB que genera PI4P, 
necesario para el transporte hacia la membrana plasmática en levaduras (Walch-
Solimena and Novick, 1999) y mamíferos (Hausser et al., 2005). La formación de PI4P 
permite la unión a TGN de otras proteínas como OSBP, CERT y FAPP2 (Godi et al., 
2004; Levine y Munro, 1998; Levine y Munro, 2002; Nishikawa et al., 1998) 
implicadas en la transferencia de lípidos entre el RE y el Golgi. A modo de ejemplo, la 
proteína CERT actúa transfiriendo ceramida del RE al Golgi, que es utilizada como 
sustrato por las esfingomielinas sintetasas (SMS) en la formación de esfingomielina 
(SM) y DAG (Hanada et al., 2009). Por otra parte, la unión de PKD a Arf incrementaría 
la activación de PLD, promoviendo la formación de PA y su consiguiente 
transformación a LPA por la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) (San et al., 2009). El 
resultado de este conjunto de procesos metabólicos sería el enriquecimiento de las 
membranas del TGN en  lípidos con capacidad de inducir curvatura positiva (LPA) y 
negativa (DAG y PA), y por tanto, de generar vesículas o túbulos. Al mismo tiempo, 
también ayudaría a formar dominios específicos de membrana enriquecidos en SM y 
colesterol, importantes en la selección y distribución de cargo con destino a la 
membrana plasmática (Nhek et al., 2010). 
Figura 21. Esquema de la acción de PKD en la formación de vesículas en el TGN. La PKD se recluta 
al Golgi por interacción de su dominio C1 con DAG. Una vez en membrana puede activar a la 
enzima PI4-KIIIB, que formaría PI4P, necesario para el reclutamiento de diferentes proteínas 
implicadas en la generación de intermediarios de transporte (ver texto). En este esquema, la proteína 
Nir2 inhibiría la síntesis de PC a partir de la vía de la CDP-colina, lo que incrementaría los niveles 
de DAG. Este incremento de DAG por una parte favorecería el reclutamiento de PKD, y por otra 
parte, ayudaría a formar curvatura negativa en el cuello de la vesícula. 






3. Vías de síntesis de DAG en el transporte de RE a Golgi. 
El papel de los lípidos en la formación de intermediarios de transporte de salida del RE 
hacia el Golgi ha sido mucho menos estudiado. Sin embargo, existen estudios que 
apuntan hacia una función relevante de enzimas implicadas en la síntesis y degradación 
del DAG, en el mantenimiento de la estructura y el transporte desde el RE. 
Uno de estos estudios ha demostrado que la proteína diacilglicerol cinasa delta (DGKδ), 
cuya actividad catalítica produce PA a partir de la fosforilación de DAG, regula la 
salida de cargo del RE (Nagaya et al., 2002). La sobreexpresión de la DGKδ inhibe el 
transporte anterógrado de la proteína G del virus de la estomatitis (VSV-G) y causa una 
redistribución de proteínas residentes de Golgi y de compartimento intermedio al RE, 
imitando el efecto de la brefeldina A. Curiosamente, en el mismo estudio los autores 
demuestran que la sobreexpresión de un mutante catalíticamente inactivo de DAGK 
causa el mismo efecto que la forma silvestre, indicando que o bien la actividad catalítica 
de DAGK no está implicada en los efectos observados sobre la salida de cargo de RE a 
Golgi, o bien es necesario que exista un estrecho equilibrio entre los niveles de PA y 
DAG para un correcto transporte anterógrado. En este caso, tanto la sobre activación de 
la vía de síntesis de PA a partir de DAG, como su inhibición por la sobreexpresión de 
un dominante negativo catalíticamente inactivo, conducirían a un bloqueo de la 
formación de intermediarios de transporte desde el RE. 
En otro estudio los autores demuestran que Sar1 activa a la PLD y que esta activación 
es necesaria para el reclutamiento de los complejos del COPII sec23/sec24 y sec13/31, 
así como para la formación de túbulos desde los sitios de salida del RE (ERES) (Pathre 
et al., 2003). Más recientemente se ha publicado que la activación de Sar1 conduce a un 
incremento en la formación de P32-[PA] proveniente de alguna enzima diacliglicerol 
cinasa de RE (Blumental-Perry et al., 2006). De forma global, el conjunto de estos 
resultados indican que un correcto mantenimiento de la homeostasis lipídica, y más 
concretamente de un equilibrio entre los niveles de PA y DAG, puede resultar esencial 








(V) LA VÍA ENDOCÍTICA 
La endocitosis es el proceso a través del cual las células transportan proteínas y lípidos 
de la membrana plasmática o del medio extracelular hacia compartimentos 
intracelulares. Desde su internalización, el cargo incorporado en vesículas de 
endocitosis puede seguir diferentes rutas: seguir la vía de degradación hacia endosomas 
tardíos y lisosomas, ser enviado al Golgi y desde aquí al RE, o ser reciclado de vuelta a 
la membrana plasmática. El conjunto de estos mecanismos permite aportar nutrientes a 
la célula, redistribuir proteínas de la membrana plasmática hacia otros compartimentos, 
o modular la señalización asociada a la activación de determinados receptores de 
membrana. Existen diferentes tipos de endocitosis dependiendo de las características del 
cargo internalizado y de los mecanismos moleculares que participan en cada proceso. 
Por un lado tenemos procesos como la fagocitosis y la macropinocitosis, caracterizados 
por mediar la entrada de partículas de gran tamaño hacia el interior de la célula. Por otra 
parte, llamamos pinocitosis al proceso por el cual el cargo se endocita a través de 
vesículas de tamaño reducido. Entre los procesos de pinocitosis principalmente 
podemos establecer dos categorías, la endocitosis dependiente de clatrina y la 
endocitosis independiente de clatrina (principalmente endocitosis dependiente de 
caveolina y dependiente de Arf6) (esquema de los diferentes procesos de endocitosis en 
la figura 22). En el siguiente apartado nos centraremos en exponer los mecanismos 














Figura 22. Esquema en 
el que se muestran las 
diferentes vías de 
internalización de 
cargo, así como las 
rutas que puede seguir 






1.  Mecanismos moleculares de la endocitosis dependiente de clatrina. 
A pesar de que la cubierta de clatrina se puede encontrar en diferentes compartimentos 
intracelulares, al utilizar el término endocitosis dependiente de clatrina, nos referimos 
de forma exclusiva al proceso por el cual se internaliza cargo desde la membrana 
plasmática. Esta vía de entrada la utilizan una gran variedad de cargos y se encuentra 
presente en todos los tipos de células eucariotas. 
El proceso de formación de las vesículas de clatrina se puede dividir en cinco fases:1) la 
fase de inicio, 2) la fase de selección de cargo, 3) ensamblaje de la cubierta de clatrina, 
4) fisión y 5) desensamblaje de la cubierta (figura 23). La cubierta de clatrina está 
constituida por un trímero de heterodímeros, en el cual cada unidad está formada por 
una cadena pesada y una ligera formando una estructura denominada triskelion 
(Kirchhausen et al, 2000). De forma aproximada, la endocitosis de vesículas sinápticas 
requiere de unos 100 triskelia. El reclutamiento de la clatrina a las vesículas en 
formación no se produce de forma directa, sino que depende de su interacción con 
proteínas adaptadoras y proteínas accesorias. Al igual que sucede con la clatrina, el 
conjunto de estas proteínas adaptadoras y accesorias se encuentra en el citosol, desde 










En el caso de algunos cargos, su endocitosis por clatrina se produce de forma 
constitutiva (por ejemplo el receptor de transferrina), mientras que en otros casos, su 
endocitosis se encuentra regulada por un mecanismo de unión a ligando (por ejemplo el 
receptor de EGF, EGFR) (Hopkins et al, 1985). Una vez el cargo se ha internalizado, 
éste se distribuye a diferentes compartimentos endosomales desde donde es enviado de 




FASE I FASE III 
Figura 23. Esquema de las diferentes 
etapas de formación de las vesículas de 
clatrina indicando las principales 
proteínas que intervienen: Fase I 
(nucleación), Fase II (selección de 
cargo), Fase III (ensamblaje de la 
cubierta de clatrina), Fase  IV ( fisión) y 
Fase V ( desensamblaje de la cubierta). 






2. El diacilglicerol en la vía endocítica 
 
2.1. Papel de la fosfolipasa C en la endocitosis 
En la membrana plasmática, una de las vías de síntesis de DAG tiene lugar por la acción 
de las enzimas de la familia de las fosfolipasas C (PLC). La PLC hidroliza el PI(4,5)P2 
o el PI4P para producir inositol-3-fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). 
A pesar del papel ampliamente estudiado de la PLC y de la producción de DAG e IP3 
en la activación de mecanismos de señalización intracelular, mucho menos estudiada ha 
sido su función en la endocitosis dependiente de clatrina. En este sentido, se ha 
publicado un artículo en que relacionan  la actividad de la enzima de Tripanosoma 
brucei GPI-PLC (PLC específica de glicosilfosfatidilinositol) con la endocitosis de 
transferrina (Subramanya et al., 2009). En el citado artículo demuestran que la 
sobreexpresión de la GPI-PLC o la adición de análogos de DAG estimulan la 
endocitosis de transferrina, vinculando la actividad catalítica de GPI-PLC y la síntesis  
de DAG con un incremento de la endocitosis constitutiva dependiente de clatrina. En la 
misma línea, en otro artículo más reciente demuestran que en diferentes especies de 
tripanosomátidos, existen varias proteínas con actividad tirosina-cinasa (PTKs) que 
presentan dominios con analogía al dominio C1 de unión a DAG (dominios  C1_5). 
También demuestran que en Leishmania major, la estimulación de la endocitosis de 
transferrina al añadir análogos de DAG,  no se produce en presencia de inhibidores de 
PTKs. A partir de estos resultados, los autores proponen que el DAG podría regular la 
endocitosis de transferrina a través de la activación de proteínas con actividad tirosina 
cinasa y dominios C1_5 de unión a DAG (Subramanya y Mensa-Wilmot, 2010). 
También se ha publicado que en mamíferos la PLCɣ actúa como una GEF de dinamina, 
y que la sobreexpresión de PLCɣ incrementa la endocitosis del EGFR. De acuerdo con 
los autores de este estudio, la actividad GEF de PLCɣ dependería de su unión a 
dinamina a través de su dominio SH3. También demuestran que células 
sobreexpresando la PLCɣ presentan una mayor activación de la vía de ERK tras 
estimulación con factores de crecimiento, mientras que el silenciamiento de PLCɣ 
produce el efecto contrario (Choi et al., 2004). A diferencia del estudio anterior, este 
estudio supone un ejemplo de mecanismo de acción de la PLC en la regulación de la 





2.2. Papel de la fosfolipasa D y de las fosfatasas del ácido fosfatídico en la 
endocitosis 
Otra vía de síntesis del DAG es la que implica a la fosofolipasa D (PLD), juntamente 
con proteínas de la familia de las fosfatasas del ácido fosfatídico tipo 2 (PAP2), también 
conocidas como fosfatasas de fosfolípidos (LPPs). La PLD hidroliza la PC para 
producir PA, y las enzimas de la familia de las PAP2 hidrolizan el PA para producir 
DAG. En relación a la PLD y su papel en endocitosis, se ha publicado un trabajo en el 
cual demuestran que la estimulación de la endocitosis de los receptores μ y δ opioides 
promovida por la activación de la PLD2, es de hecho un proceso dependiente de la 
conversión del PA generado por la PLD2 a DAG. Esta conversión estaría mediada por 
la acción de las proteínas LPP1 y LPP2 (Yang et al., 2010).  
Tanto el tratamiento con propanolol, como el silenciamiento de la LPP1 y la LPP2 
conllevan una reducción significativa de la endocitosis de los receptores opiodies tras 
estimulación agonista. En el mismo estudio demuestran que la adición de 1,2-
dioctanoyl-sn-glycerol (DOG), un análogo de DAG que penetra en el interior de la 
célula, es capaz de revertir la inhibición de la endocitosis causada por el propanolol y el 
silenciamiento de las LPPs. (Yang et al., 2010). 
En un trabajo anterior demuestran que la sobreexpresión de la PLD1 y 2 conlleva un 
incremento en la internalización del receptor de EGF (EGFR) así como una aceleración 
de su degradación. Por otra parte la sobreexpresión de formas catalíticamente inactivas 
de ambas PLD, o el tratamiento con alcoholes primarios, causa una inhibición de la 
degradación del receptor de EGF (Shen et al., 2001).  
Un nuevo grado de complejidad en el estudio del papel de la PLD en los procesos de 
endocitosis, viene derivado de la demostración de que los dominios PX de la PLD1 y 2 
actúan como GTPasas de dinamina, desvinculando la actividad catalítica de la PLD de 
su función en la internalización del EGFR (Lee et al., 2006), y dejando abierta la 
posibilidad de que la PLD pueda jugar diferentes papeles (dependientes o no de la 
producción de PA y DAG)  en diferentes etapas de la vía endocítica (por ejemplo en la 
membrana plasmática y en los compartimentos endosomales). 
Referente a las rutas de reciclaje, se ha publicado que el silenciamiento de la PLD2 pero 
no de la PLD1 inhibe el reciclaje de la transferrina aunque no su internalización. 





producción de PA en células de forma constitutiva, y que la formación de PA sería 
necesaria para el correcto reciclaje de la transferrina, no así para su internalización 
(Padron et al., 2006). 
El reciclaje de moléculas endocitadas por vía independiente de clatrina y dependiente de 
Arf6, como es el caso del MHCI, también ha sido abordado desde la perspectiva de la 
implicación de la PLD y la formación de PA y DAG. En un estudio demuestran que el 
tratamiento con 1-butanol inhibe el reciclaje del MHCI a membrana plasmática, dando 
lugar a un compartimento endosomal extensamente tubulado (Jovanovic et al., 2006). 
En el mismo artículo demuestran que la sobreexpresión de un mutante de Arf6 incapaz 
de activar la PLD, produciría un fenotipo similar al observado con el tratamiento con 
alcoholes primarios, indicando que sería una inhibición de la producción de PA la causa 
del bloqueo en el reciclaje del MHCI. Finalmente observan que el tratamiento con 
propanolol (en este caso utilizado como un mecanismo para incrementar los niveles de 
PA) revierte el fenotipo de endosomas tubulados, sin embargo no revierte la inhibición 
del reciclaje del MHCI, indicando que el DAG podría estar implicado en la fusión de 
dichas vesículas a la membrana plasmática. 
 
2.3.   Papel de la proteína cinasa C en la endocitosis 
A nivel de la vía endocítica, diferentes miembros de la familia de las PKCs cumplen 
funciones relevantes. Un papel esencial en el que han sido implicadas es la regulación 
de la señalización y degradación de diferentes receptores de membrana. A modo de 
ejemplo, se ha descrito que la activación de PKC por calcio y PMA actúa fosforilando 
el EGFR en la treonina 654 (Morrison et al., 1993), lo que reduce la actividad tirosina 
cinasa del receptor (Lund et al., 1990), al tiempo que determina su tráfico intracelular. 
En referencia a esto último, se ha propuesto que la fosforilación en Thr654 favorece que 
el EGFR se dirija hacia el compartimento de reciclaje, en lugar de hacia la vía de 
degradación lisosomal (Bao et al., 2000). 
En otro estudio más reciente, se ha demostrado que la activación de PKCδ inhibe la 
degradación del EGFR al bloquear su transporte desde los endosomas tempranos. Este 
bloqueo del transporte ocurriría por la formación de una cubierta de F-actina en 
asociación a la membrana endosomal, en un mecanismo dependiente de la activación de 





A parte de regular la internalización de receptores de membrana, las PKCs también se 
han relacionado con la endocitosis de proteínas transportadoras y canales de la 
membrana plasmática. A modo de ejemplo tenemos el transportador de dopamina 
(DAT), cuya redistribución de la membrana plasmática al compartimento endosomal se 
produce por una activación aguda de PKC (Blakely y Bauman, 2000; Loder y Melikian, 
2003; Zahniser y Doolen, 2001). En otro estudio se ha publicado que la activación de 
PKC también regularía la ubiquitinación de DAT, lo que aceleraría su transporte hacia 
la vía de degradación lisosomal (Miranda et al., 2005). Esta ubiquitinación también 
resultaría importante para la interacción de DAT con proteínas adaptadoras de las 
vesículas de clatrina (Sorkina et al., 2006). 
Por último, estudios más recientes han demostrado que la activación de ciertas formas 
de PKC también puede controlar la distribución de algunas proteínas de membrana. En 
este sentido, se ha demostrado que el  tratamiento prolongado con ésteres de forbol (30-
60min), produce la translocación de las isoformas PKCα y PKCβII a un compartimento 
de membrana perinuclear distinto del complejo de Golgi (Becker y Hannun, 2003) y 
próximo al centrosoma, conocido como pericentrion (Becker y Hannun, 2003; Becker y 
Hannun, 2004; Idkowiak-Baldys et al., 2006). Actualmente se considera que este 
compartimento es el resultado de una relocalización de lípidos y componentes de la 
membrana plasmática (por ejemplo CD59, caveolina o el receptor GM1)  al 
compartimento de endosomas de reciclaje (Idkowiak-Baldys et al., 2006). A nivel 
funcional, la activación prolongada de PKCα y PKCβII y la consiguiente formación del 
pericentrion produce una inhibición del reciclaje de la transferrina hacia la membrana 






(VI) LAS FOSFATASAS DE FOSFOLÍPIDOS (LPPs) 
 
1. Clasificación, estructura y localización. 
La familia de las fosfatasas del ácido fosfatídico tipo 2 (PAP2), también llamadas 
fosfatasas de fosfolípidos (LPPs), está constituida por 3 miembros: LPP1 (también 
llamada PAP2A), LPP2 (PAP2C) y LPP3 (PAP2B). A nivel estructural, las proteínas de 
esta familia tienen aproximadamente un peso molecular de 35 kDa, contienen seis 
dominios transmembrana con estructura de hélice alfa, y sus extremos carboxi- y 
amino-terminal se orientan, al igual que el dominio catalítico, hacia la membrana 
luminal (en compartimentos intracelulares) o el medio extracelular (en la membrana 
plasmática). En los loops que conectan los segmentos transmembrana 3-4 y 5-6 (ambos 
orientados hacia la región luminal) se encuentran tres dominios conservados que 
resultan importantes para la actividad catalítica de estas enzimas (Barila et al., 1996; 
Hooks et al., 1998; Kai et al., 1996; Leung et al., 1998; Roberts et al., 1998b; Zhao et 
al., 2005). Adicionalmente, todos los miembros de esta familia son N-glicosilados en el 
segundo loop luminal (esquema de la estructura las LPPs en la figura 24). A pesar de 
esto,  en relación a sus modificaciones post-traduccionales, existen diferencias 
significativas entre las tres isoenzimas, e incluso, entre un mismo miembro de la familia 
expresado en diferentes tipos celulares (Barila et al., 1996; Kai et al., 1997; Sciorra y 













Figura 24. Estructura de las proteínas de 
la familia de las fosfatasas de fosfolípidos 
(LPPs). Las tres isoenzimas (LPP1, LPP2 y 
LPP3), presentan 6 dominios 
transmembrana con el sitio catalítico en la 
región luminal o extracelular. Estas 
proteínas también se N-glicosilan en 
regiones conservadas del tercero de los 
loops que conectan los segmentos 
transmembrana. 
 






En referencia a su localización, la falta de buenos anticuerpos contra las diferentes 
isoformas de esta familia (con la excepción de LPP3), ha hecho que la mayor parte de la 
información que tenemos al respecto provenga de su sobreexpresión en diversas líneas 
celulares. La proteína LPP1 unida a GFP se localiza de forma exclusiva en la membrana 
plasmática de fibroblastos (Jasinska et al., 1999). En células HEK293T tanto la LPP2 
como la LPP3 al ser sobreexpresadas se localizan en una región perinuclear y en la 
membrana plasmática.  Por otra parte, en fibroblastos de rata se ha descrito que la LPP2 
colocaliza con el marcador de endosomas tempranos EEA-1 (Morris et al., 2006), 
mientras que en células COS-7, la LPP3 colocaliza mayoritariamente con el marcador 
de RE BiP (Sciorra y Morris, 2002). Respecto a la localización de la proteína endógena, 
se ha descrito que en células CHO tanto la LPP2 como la LPP3 se encuentran en 
estructuras puntiformes citoplasmáticas, sin embargo, mientras la estimulación con 
ésteres de forbol (PMA) induce una redistribución del marcaje de LPP3 hacia un 
compartimento perinuclear, no afecta a la localización del marcaje de LPP2 (Long et al., 
2005). Curiosamente, no sólo la localización subcelular de LPP3 puede variar en 
respuesta a estímulos externos, también se ha descrito que la LPP3 es la única 
isoenzima de la familia cuyos niveles de expresión se encuentran regulados por factores 
de crecimiento. En este sentido se ha publicado que en células HeLa una estimulación 
prolongada con  EGF, incrementa significativamente (más de tres veces) los niveles de 
expresión de LPP3 (Kai et al., 1997). 
En otro estudio, se ha descrito que en fibroblastos de ratón (células swiss3T3), la LPP3 
endógena se encuentra en la membrana plasmática y en una región perinuclear (Sciorra 
y Morris, 1999). En el mismo artículo, demuestran que la LPP3 se halla enriquecida en 
regiones de membrana resistentes a detergentes no iónicos (balsas lipídicas). Por otra 
parte, mediante experimentos de pulso y caza tras marcaje con metionina radioactiva, 
demuestran la existencia de dos  formas de LPP3 estables, una que presenta glicanos 
maduros y otra que corresponde a formas inmaduras (no glicosiladas) de la proteína. En 
referencia a esto último, es interesante que existan diferencias significativas en la 
proporción de las formas glicosiladas y no glicosiladas dependiendo del tipo celular. A 
modo de ejemplo, en COS-7 la LPP3 sobreexpresada se encuentra mayoritariamente en 
su forma no-glicosilada, lo cual concuerda con su distribución principalmente de RE en 





células endoteliales la localización de la LPP3 endógena varía en relación al grado de 
confluencia (Humtsoe et al., 2010). Cuando en cultivo las células alcanzan el 100% de 
confluencia, la LPP3 se encuentra asociada a la membrana plasmática colocalizando con 
p120-catenina, sin embargo, en niveles bajos de confluencia, la LPP3 se encuentra en 
compartimentos intracelulares. Estos resultados indican que la LPP3 presenta diferentes 
patrones de distribución en función del tipo celular y de factores extrínsecos, como por 
ejemplo el nivel de confluencia o la estimulación con ésteres de forbol. En base a esto, 
se ha propuesto que el transporte de LPP3 a lo largo de la vía secretora puede estar 
regulado por una serie de mecanismos moleculares, apuntando a la posibilidad de que la 
LPP3 pueda ejercer diferentes funciones dependiendo de su localización intracelular. 
 
2. Funciones y actividad de las LPPs 
Las proteínas de la familia de las LPPs muestran actividad catalítica sobre diversos 
fosfolípidos: el ácido fosfatídico (PA), el ácido lisofosfatídico (LPA), la ceramida-1-
fosfato (C1P) y la esfingosina-1-fosfato (S1P), con diferentes afinidades (PA ~ LPA > 
C1P > S1P) (Long et al., 2005; Roberts et al., 1998b; Waggoner et al., 1996). Debido al 
papel de estos lípidos como activadores de numerosos procesos celulares, la mayor 
parte de estudios sobre las LPPs se han centrado en esclarecer su función en la 
regulación de diferentes mecanismos de señalización intracelular (Brindley y Pilquil, 
2009; Pyne et al., 2009). A modo de ejemplo, el LPA y la SP1 se unen a  receptores de 
membrana acoplados a proteínas G (Rivera y Chun, 2008; Tigyi y Parrill, 2003), 
desencadenando respuestas de crecimiento,  proliferación, diferenciación, motilidad y 
supervivencia celular. El conjunto de estos mecanismos resulta esencial en procesos 
como la cicatrización de heridas, la angiogénesis o el crecimiento de tumores (Brindley, 
2004; Mills y Moolenaar, 2003; Moolenaar, 2002; Moolenaar et al., 2004; Pyne et al., 
2004).  
Se ha demostrado que la sobreexpresión de LPP1 incrementa la defosforilación de PA, 
LPA y C1P cuando se encuentran en el medio extracelular (Jasinska et al., 1999). En el 
mismo estudio, los autores demuestran que la sobreexpresión de LPP1 en fibroblastos 
atenúa la activación en respuesta a LPA de ERK y la PLD, al tiempo que disminuye la 
liberación de Ca+2 y la división celular. La sobreexpresión de LPP3 disminuye el 





impide la formación de colonias a partir de células parentales (Tanyi et al., 2003a). 
Significativamente, el efecto de inhibición sobre la formación de colonias mediado por 
la sobreexpresión de LPP3,  puede revertirse al añadir exógenamente un análogo de 
LPA resistente a la acción catalítica de las LPPs. También se ha demostrado que en la 
mayoría de cánceres de ovario se produce una disminución de la sobreexpressión de 
LPP1 (Tanyi et al., 2003b). De forma similar a los efectos descritos para LPP3, se ha 
demostrado que en células de cáncer de ovario la sobreexpresión de LPP1 incrementa la 
hidrólisis de LPA, disminuye la proliferación celular y la formación de colonias, y 
estimula la apoptosis de estas células. En el citado estudio, los autores proponen que el 
incremento de LPA que se observa en el medio extracelular en contacto con células de 
cáncer de ovario, se produce como resultado de una reducción de la actividad catalítica 
LPP y un incremento de la producción de LPA por autotaxinas (ATX). 
Otro lípido sustrato de la actividad catalítica de las LPPs con especial relevancia en 
procesos de señalización intracelular es la esfingosina-1-fosfato (S1P). Al igual que su 
análogo, el LPA, actúa a través de la unión a una familia de receptores acoplados a 
proteínas G, produciendo su consiguiente activación. Respecto a su relevancia a nivel 
fisiológico, se ha publicado que la señalización por S1P regula procesos de 
diferenciación celular, migración y proliferación y promueve la angiogénesis (Ahn y 
Schroeder, 2010; Huang et al., 2009; Moriue et al., 2008). 
Al estudiar los niveles de diferentes lípidos en células HEK293T sobreexpresando LPP3 
y LPP2, se ha comprobado que la LPP3, pero no la LPP2, disminuye los niveles totales 
de S1P (Pyne et al., 2004). En la misma línea, estudios utilizando el análogo de 
esfingosina FTY720 (que puede ser fosforilado por la esfingosina cinasa-2 para formar 
FTY720-P), han demostrado que la LPP3, pero no la LPP2 ni la LPP1, puede 
defosforilar in vitro FTY720-P (Mechtcheriakova et al., 2007). Por otra parte, también 
se ha publicado que la actividad catalítica de LPP1 sobre la S1P extracelular  estimula la 
internalización de esfingosina por células endoteliales de pulmón humanas (Zhao et al., 
2007). Esto promueve un incremento de los niveles intracelulares de S1P a partir de la 
acción de la esfingosina cinasa-1 (Zhao et al., 2007), y una activación de los procesos de 
señalización dependientes de S1P.  
Finalmente, debemos hablar de la relación entre las LPPs y la formación de DAG. Uno 





los receptores con actividad tirosina cinasa es una estimulación de la actividad catalítica 
de la PLD. La PLD puede producir PA a partir de PC, y el PA puede a su vez ser 
defosforilado por las LPPs para producir DAG. Se ha demostrado que células MEFs 
knockout para el gen que codifica la LPP3 tienen menos DAG y un incremento de PA 
(Escalante-Alcalde et al., 2003). Por otra parte células HEK293T que sobreexpresan 
LPP2 presentan niveles superiores de DAG (Long et al., 2005), mientras que la 
estimulación de PLD en células HEK293T sobreexpresando LPP3, produce un 
incremento significativo de los niveles de DAG respecto a células transfectadas con 
LPP1 y no transfectadas (Sciorra y Morris, 1999). En referencia a la relación secuencial 
entre la estimulación de PLD y la actividad catalítica de LPP3, también resulta 
interesante que la LPP3 se encuentre en dominios de membrana enriquecidos en 
caveolina-1 y PLD2 (Sigal et al., 2005).  
El conjunto de estos resultados hacen evidente el papel de las enzimas LPPs en la 
regulación de procesos de señalización intracelular. Sin embargo, no todas las acciones 
de las LPPs dependen de la modificación de los niveles de diferentes lípidos tanto en 
compartimentos intracelulares como en el medio extracelular, y esto es lo que veremos 
en el siguiente apartado estudiando el ejemplo de la LPP3. 
 
3. Funciones de la LPP3 en el desarrollo. 
Tal vez los estudios con una mayor relevancia sobre la función de LPP3 son los que se 
han realizado en ratones LPP3 -/-. La completa deleción del gen que codifica para la 
LPP3 hace inviable el desarrollo de los embriones de ratón. Estos animales no forman 
estructuras vasculares en la placenta corioalantoidea y el saco vitelino, y muestran una 
duplicación de las estructuras del eje dorsal, similar a la que se observa en condiciones 
de sobreactivación de la vía de señalización de Wnt (Escalante-Alcalde et al., 2003). La 
señalización por Wnt está regulada por β-catenina y su interacción con p120-catenina y 
VE-cadherinas en la membrana plasmática. La fosforilación de β-catenina reduce su 
afinidad por cadherinas, haciendo que pierda su localización de membrana y se 
redistribuya al citosol. Una vez en el citosol, β-catenina puede ser ubiquitinada y seguir 
la vía de degradación lisosomal, o bien puede translocarse al núcleo, donde a partir de 
su interacción con el factor de transcripción TCF/LEF (T cell factor (TCF)/lymphoid 


























Wnt, incluyendo los que codifican para fibronectina, ciclina D y LEF-1 (Bazzoni y 
Dejana, 2004; Grosheva et al., 2001) (esquema en la figura 25). Se ha publicado que la 
transcripción mediada por β-catenina y TCF/LEF está sobreactivada en células madre 
embrionarias de ratones LPP3 -/-, lo que indica que la LPP3 actúa regulando 
negativamente (inhibiendo)  la vía de señalización dependiente de Wnt (Escalante-
Alcalde et al., 2003). Curiosamente, en células HEK (las cuales no presentan actividad 
de LPP3 endógena), la transfección con la forma silvestre de LPP3 o un mutante 
catalíticamente inactivo, es capaz de inhibir la transcripción dependiente de TCF/LEF. 
En embriones LPP3 -/- de ratón, la inyección del mRNA de las formas silvestre y 
catalíticamente inactiva de LPP3 también inhibe el efecto de duplicación de las 
estructuras dorsales (Escalante-Alcalde et al., 2003). Por tanto, estos resultados indican 
Figura 25. Modelo propuesto para la función de LPP3 en células endoteliales. En condiciones de subconfluencia la 
LPP3 pierde su localización en la membrana plasmática. Al encontrarse en zonas internas de la célula (no 
especificadas en el artículo), interacciona con β-catenina protegiéndola de su degradación, y por tanto 
incrementando la transcripción de genes como el que codifica para la síntesis de fibronectina, implicados en la 
migración celular. En condiciones de confluencia, LPP3 se encuentra de forma mayoritaria en la membrana 
plasmática, formando parte de un complejo con VE-cadherina en las uniones adherentes entre células. En este 
estado, LPP3 no podría estabilizar a β-catenina, que sería degradada. En consecuencia, se inhibiría la transcripción 
de genes cuya expresión está regulada por β-catenina. 
 





que a nivel de su función en el desarrollo, y en la regulación de la vía de señalización 
por Wnt, la actividad catalítica de LPP3 no resultaría determinante. Sin embargo, de 
forma sorprendente considerando estos resultados, recientes investigaciones han 
demostrado que en células endoteliales subconfluentes, la sobreexpresión de LPP3 
incrementa la expresión de fibronectina dependiente de TCF/LEF, y también inhibe la 
degradación de β-catenina (Humtsoe et al., 2010). En el mismo estudio demuestran que 
el silenciamiento de LPP3 reduce los niveles de VE-cadherina, p120-catenina y 
fibronectina, e inhibe la migración de células endoteliales sobre una matriz de colágeno. 
Por último, la función de LPP3 en la formación de estructuras vasculares también puede 
estar de alguna forma regulada por su asociación a integrinas (Humtsoe et al., 2005). En 
este sentido se ha publicado que la proteína LPP3 humana contiene una secuencia RGD 
a través de la cual es capaz de interaccionar con  las integrinas αvβ3 y α5β1 (Jia et al., 
2003; Kai et al., 1996). El uso de anticuerpos contra LPP3 inhibe la formación de 
capilares sanguíneos en respuesta a VEGF y bFGF. Estos factores de crecimiento 
estimulan la vasculogénesis, en parte, a través de un proceso dependiente de la adhesión 
de integrinas a la matriz extracelular (Wary y Humtsoe, 2005). Sin embargo, la 
relevancia del dominio RGD en la función de LPP3 es controvertida, ya que tanto en 
ratones como en ratas esta secuencia no se encuentra conservada (el motivo es RGE) 
(Humtsoe et al., 2003). En cualquier caso, el mecanismo a través del cual LPP3 podría 
regular la función de las integrinas es un tema que permanece sin resolver. 
 
En este apartado, que supone el final de la introducción, hemos descrito las funciones de 
las proteínas LPPs tanto desde la perspectiva de su actividad catalítica, como en relación 
a procesos de señalización intracelular. Sin embargo, como hemos visto en los 
apartados anteriores, la composición lipídica de las membranas resulta esencial en la 
regulación del transporte intracelular, y poco se sabe sobre el papel de los distintos 
miembros de la familia de las LPPs en este aspecto. El esclarecimiento de esta cuestión, 
tal y como se explica más detalladamente en el siguiente apartado Antecedentes y 










ANTECEDENTES (I): La LPP3 en la vía secretora 
En nuestro laboratorio hemos estudiado la función del DAG en la regulación del 
transporte en las etapas tempranas de la vía secretora. Recientemente hemos publicado 
un artículo en el que demostramos la importancia de las vías de síntesis de fosfolípidos 
en la regulación de los niveles de DAG, y que la alteración de estas vías produce 
cambios en la morfología del Golgi y en el transporte desde este compartimento (Sarri 
et al, 2011).  En un estudio anterior demostramos que el tratamiento con propanolol, 
inhibidor de la vía de síntesis de DAG dependiente de la actividad de las PAP2, reduce 
los niveles de DAG en el Golgi y causa un bloqueo del transporte retrógrado de Golgi a 
RE (Fernandez-Ulibarri et al., 2007). También hemos demostrado que al tratar las 
células con propanolol ArfGAP1 pierde su asociación con las membranas de Golgi y 
que a nivel ultraestuctural, se observa un incremento del número de vesículas mostrando 
una fisión incompleta desde las cisternas. Ambos resultados, por tanto, apuntan a que el 
DAG es necesario para la fisión de los intermediarios de transporte formados en el 
Golgi. Reforzando esta hipótesis, se ha demostrado que el silenciamiento de PLD2, 
fosfolipasa que produce PA a partir de PC, causa unos efectos funcionales y 
morfológicos similares a los caracterizados con el propanolol  (Yang et al, 2008). Se ha 
descrito que la síntesis de PA a partir de esta vía sería importante para el reclutamiento 
de BARS, molécula implicada en la maquinaria de fisión de las vesículas COPI (Yang 
et al, 2005; 2006 y 2008). Sin embargo, en base a nuestros resultados, también resulta 
posible que la formación de PA sirva como sustrato de alguna de las enzimas de la 
familia PAP2 para producir DAG. De la familia de las PAP2, se ha descrito que la 
isoenzima PPAP2B (LPP3) se encuentra parcialmente localizada en el Golgi, así como 
en la membrana plasmática y en dominios de membrana resistentes a detergentes no 
iónicos donde colocaliza con PLD2 (Sciorra y Morris, 1999). A partir de estos 
antecedentes nos planteamos que la LPP3 podría participar en la síntesis de DAG a 
nivel del Golgi, siendo importante para el mantenimiento de su estructura y 
funcionalidad.  
Objetivo 1: 
Determinar la localización subcelular de LPP3 en los diferentes compartimentos de la 
vía secretora 





Caracterizar los mecanismos que regulan su localización y transporte a lo largo de la vía 
secretora. 
Objetivo 3: 
Determinar su contribución en la formación de DAG tanto a nivel del Golgi como en la 
homeostasis lipídica en general. 
Objetivo 4: 
Determinar su contribución en la formación de intermediarios de transporte en las 
etapas tempranas de la vía secretora. 
 
ANTECEDENTES (II): El DAG en la endocitosis dependiente de clatrina 
Respecto al papel del DAG en endocitosis,  una de las vías de síntesis de DAG más 
extensamente estudiada ha sido la que implica la activación de la PLD. Recientemente 
se ha publicado que la estimulación de la endocitosis de los receptores μ y δ opioides 
promovida por la activación de la PLD2 es de hecho un proceso dependiente de la 
conversión del PA a DAG por acción de la PLD2. Dicha conversión estaría mediada por 
la acción de las proteínas LPP1 y LPP2 de la familia PAP2 (Yang et al, 2010). Sin 
embargo, no se ha publicado ningún estudio en el cual se defina con exactitud el papel 
del DAG procedente de la actividad de las PAP2 en la morfología y funcionalidad de 
los diferentes compartimentos que conforman la vía endocítica. Por ello, En este 
segundo apartado, nuestros objetivos son: 
 
Objetivo 5: 
Determinar si la actividad PAP2 participa en las primeras etapas de la endocitosis  
clatrina dependiente, y en caso afirmativo saber si hay especificidad de cargo 
dependiendo de si se trata de endocitosis constitutiva o regulada. 
 
 





Determinar si la actividad PAP2 regula de algún modo la morfología y funcionalidad 



















Anticuerpo Marcaje Utilización Procedencia 
Beta-COPI Immunofluorescencia Sigma  
(St.Louis, MO, USA) 
ERGIC y 
 cis-Golg 
FLAG Immunoblot Sigma  
(St.Louis, MO, USA) 
- 
GM130 Sigma  
(St.Louis, MO) 
Immunofluorescencia cis-Golg 
Golgina 97 Immunofluorescencia Trans-
Golgi/TGN 





ERES / ERGIC 
/ Golgi 





Rabenosina 5 Silvia Corvera 
(UMASS, MA,  USA) 
Immunofluorescencia  Endosoma temprano / 
Endosomas de 
reciclaje 
GFP Molecular Probes 
 (Paisley, UK) 
Immunoblot - 
EEA-1 Immunofluorescencia BD Bioscience 




 (Paisley, UK) 



































Immunofluorescencia  Endosoma temprano / 
Endosomas de 
reciclaje 
Sec 31A  BD  Bioscience (San 
José, CA, USA) 





Immunofluorescencia  ERGIC / cis-Golgi 







(ratón y conejo) 
Anti IgG-Cy3 




Immunofluorescencia  Jackson Laboratories 
(West Grove, PA,  
USA) 
Anti IgG-HRP 
(ratón y conejo) 
Immunoblot  Promega 









Plásmido Marcaje Vector Procedencia 
C1b-PKCθ I. Merida 
(CSIC, Madrid) 
EGFP Golgi / citoplasma 
ERGIC53-GFP H.P. Hauri  
(Biozentrum, University 








RE/ Golgi/ Membrana 
plasmática 
H. Kanoh 
(University School of 





RE/ Golgi H. Kanoh 
(University School of 




(Rockville, MD, USA) 
 




RE/ Golgi/ Membrana 
plasmática 
S. Pyne 
 (University School of 
Medicine, Sapporo, Japón) 
Gb3 sintetasa-myc Origene 
(Rockville, MD, USA) 
 
pCMV6-myc - 




- R. Ríos 
 (CABIMER, Sevilla) 
pCMV6-myc 
pFLAG-CMV 





Plásmido Marcaje Vector Procedencia 
ssDsRed H.P. Hauri  
(Biozentrum, University 
of Basel, Suiza) 





- Open Biosystems 





- Open Biosystems 
(Huntsville, AL, USA) 
Envoltura de los 
lentivirus 
PMD2.G - R. Ríos 
 (CABIMER, Sevilla) 
Rab6-myc B. Goud  
 (Institut Curie, París) 
RE/ ERGIC/ Golgi pCMV-myc 





























siRNA Secuencia Procedencia 



























SMART pool siRNA 









SMART pool siRNA 








Non TARGET pool 
siRNA 




























4. cebadores (“primers”) 
 
 
Gen Secuencia Procedencia 
LPP3 
(humana) 

























Universty of Massachussets 
Medical School 
(MA, USA) 
Universty of Massachussets 
Medical School 
(MA, USA) 
Universty of Massachussets 
Medical School 
(MA, USA) 












 (Paisley, UK) 
Cicloheximida 
Brefeldina A 30μM Metabolito fúngico que desorganiza 
la estructura y al bloquear el ciclo 
GTP-GDP de Arf1 







1,2-diacilglicerol sintético con ácidos 





50ng/mL Invitrogen  
 (Paisley, UK) 
Factor de crecimiento utilizado en el 
estudio de la endocitosis por vía de 
clatrina 
[32C] Acetato 1μCi/mL PerkinElmer Life 
Sciences  
(Waltham, MA, USA) 
Base conjuga conjugada del ácido 
acético  [C2H3O2]- utilizado en el 
marcaje radioactivo de lípidos 
EGF unido a 
biotina 
50ng/mL Invitrogen  
 (Paisley, UK) 
Factor de crecimiento utilizado en el 




500μg/mL Invitrogen  
 (Paisley, UK) 
Antibiótico para la selección de 
células establemente transfectadas 
Producto Función Concentración Procedencia 
Estreptavidina 
(Alexa 488) 
Ligando de unión a biotina acoplado 




1μCi/mL  Grupo fosfato marcado con [
14P] 




(Waltham, MA, USA) 
Sigma 
(St.Louis, MO) 





























*Nota: Aquéllos productos que no aparecen en esta sección (equipos, reactivos de 
transfección, software de análisis de imagen, etc), están indicados en el siguiente apartado de 
métodos.  
20μg/mL Ligando utilizado en el estudio 
de la endocitosis constitutiva 
dependiente de clatrina 
Puromicina 3μg/mL Sigma 
(St.Louis, MO) 
Antibiótico que selecciona células 
eucarióticas que son positivas para la 
puromicina acetiltransferasa 
Producto Función Concentración Procedencia 
Propanolol 100μM Calbiochem 
(San Diego, CA) 











Ester de forbol que es análogo al 
diacilglicerol. Poco permeable a la 
membrana plasmática 
Subunidad B de 
la toxina de 
Shigela (STxB) 
0,5μg/mL Johannes Ludger 
(Instituto Curie, 
París) 
Toxina de Shigela que se 
internaliza hasta el RE. Se utiliza 
como marcador dela vía 
retrógrada dependiente de Rab6 
R59949 
Subunidad B de la 
toxina de Shigela 
unida a la secuencia 
KDEL (STxB-KDEL) 
0,5μg/mL Johannes Ludger 
(Instituto Curie, 
París) 
Toxina de Shigela que se 
internaliza hasta el RE. Se 
utiliza como marcador dela 
vía retrógrada dependiente de 
COPI 
Inhibidor de las diacilglicerol 
cinasas tipo I 
30μM Sigma 
(St.Louis, MO) 






1. Cultivos celulares 
Las células HeLa, COS-7 y HEK 293T se obtuvieron de la casa comercial ATCC 
(Manassas, VA, USA) y las HeLa que constitutivamente expresan Rab6-GFP y VSV-G-
GFP nos las proporcionaron los grupos de Bruno Goud (Institut Curie, París) y Vivek 
Malhotra (Center of Regulatory Genomics, Barcelona) respectivamente. Todas las 
líneas celulares crecieron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) con 
suero bovino fetal (FBS) al 10 % (volumen/volumen) inactivado (ambos de GIBCO, 
Paisley, UK). Los medios se suplementaron con penicilina (100 U/ml) y estreptomicina 
(100 μg/ml), piruvato sódico (100 mM) y L-glutamina (200 mM). Las células crecieron 
a 37 ºC en atmósfera saturada de agua y 5 % de CO2. 
 
2. Silenciamiento por transfección de siRNAs 
Para el silenciamiento de la expresión de LPP3, LPP1 y LPP2 en células HeLa o COS-7 
se procedió de acuerdo con las instrucciones recomendadas en la ficha técnica del 
reactivo de transfección Hiperfect (Qiagen, Hilden, Alemania). Brevemente, las células 
se plaquearon a una densidad de 105 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Al cabo 
de 24 horas, se transfectaron con los siRNAs dirigidos contra los cDNAs de las 
proteínas LPP1, LPP2 o LPP3 humanas de forma individual o en combinación (según se 
especifique en la parte de resultados). La transfección se realizó preparando una mezcla 
de 12μL de Hiperfect y 2,3μL de siRNA (a 20μM) en 100μL de OPTIMEM. Tras 10 
minutos de incubación a temperatura ambiente la mezcla se añadió a pocillos de p6 con 
2,2 mL de DMEM completo. De esta forma, la concentración final de los siRNA en el 
medio fue de 20nM. En el caso de aquellos experimentos en que se utilizó una 
combinación de diferentes siRNAs, cada uno se añadió a la concentración proporcional 
para que la concentración total de siRNAs fuese 20nM (por ejemplo, cuando añadimos 
la combinación de los siRNA nº6 y 8 de LPP3, cada oligómero se añadió a 10nM).  Tras 
48 horas de la transfección, las células o bien se recogieron para analizar la disminución 
del mRNA por QRT-PCR (ver apartado 12), o bien se replaquearon (4 x 105 
células/pocillo) en  placas de 6 pocillos. En este último caso, tras 4 horas se sometieron 
a un segundo proceso de transfección (en las mismas condiciones que el primero) por 




24 horas. De esta forma, el tiempo total desde la transfección inicial de los siRNAs 
hasta la realización de los experimentos fue de 72 horas, tras lo cual, las células se 
recogieron para efectuar análisis de western blot o se fijaron y procesaron para análisis 
de immunofluorescencia. Allí donde aparece indicado en el texto se utilizó como 
control la transfección de un conjunto de secuencias comerciales sin homología con 
ninguna secuencia del transcriptoma humano (referido en el texto como non-target pool; 
Dharmacon). En aquellos casos en que las células se sometieron  a una transfección 
adicional con plásmidos, ésta se efectuó durante las últimas 24 horas del proceso de 
silenciamiento. 
 
3. Transfecciones de plásmidos 
Para la producción de lentivirus, transfectamos células HEL293T con el reactivo 
lipofectamine 2000 (Invitrogen). Brevemente, se prepararon dos tubos Eppendorf con 
1,5mL de OPTIMEM (Gibco) cada uno. En uno de los tubos se añadieron 60μL de 
lipofectamine, y en el otro se añadieron 9μg del plásmido de la envuelta (pPAX), 4,5μg 
del plásmido de la cápside (pMD2.G) y 13,5μg del plásmido codificante para los 
shRNA de LPP3. Tras 5 minutos de incubación a temperatura ambiente se mezclaron 
ambas soluciones y la mezcla se dejó incubando a temperatura ambiente por 20 minutos 
más. Finalmente la mezcla se añadió a las células HEK293T, sembradas 24 horas antes 
en placas de p100 con 6mL de OPTIMEM. Tras 6 horas retiramos el medio con la 
lipofectamina de las placas y lo substituimos por DMEM completo si antibióticos. 
Para la transfección de plásmidos en células HeLa y COS-7 se utilizó el reactivo Fugene 
(Promega) de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial. Brevemente, para la 
transfección sobre pocillos de una placa p6, se preparó una mezcla de 6μL de Fugene y 
1-2μg del plásmido a transfectar en 100μL de OPTIMEM. Tras 10-15 minutos de 
incubación a temperatura ambiente se añadió la mezcla a las células plaqueadas en un 
pocillo de p6 (70-80% de confluencia) incubadas con 1mL de DMEM completo. 
 
4. Producción e infección lentiviral 
Para el silenciamiento de LPP3 en  células Swiss3T3 se empleó un sistema de infección 
lentiviral, consistente en la introducción en el genoma de las células infectadas de una 
secuencia de DNA  cuya transcripción da lugar a un RNA complementario (de aquí en 




adelante referido como shRNA) al de la proteína de interés, activando su degradación y 
por tanto reduciendo los niveles de expresión de la proteína silenciada.  
 
4.1. Producción de los shRNA LPP3 lentivirus 
Células 293T se utilizaron como vector para la producción de las partículas lentivirales 
al transfectarlas con los plásmidos de la cápside, la envuelta y los shRNA de LPP3 
utilizando Lipofectamine 2000 (ver detalles en el apartado anterior). 
Tras 48 horas de la transfección, el medio de incubación (DMEM sin antibióticos) se 
filtró utilizando un filtro de 45 hm. En este punto del protocolo, el medio con los 
lentivirus se alicuotó en fracciones de 5mL, guardándolas a -80°C hasta el momento de 
su utilización. 
 
4.2. Infección de células swiss3T3 con las partículas lentivirales. 
Para llevar a cabo la infección de células swiss3T3, 6x105 células por placa se 
sembraron en placas de p100. Tras 24h de ser plaqueadas, se reemplazó el medio 
añadiendo 5mL de DMEM fresco. Por cada placa añadimos 5mL del medio conteniendo 
las partículas lentivirales (obteniendo un volumen final de 10mL por placa). Tras 24 
horas, el medio se reemplazó por DMEM suplementado con puromicina (3μg/mL). Los 
experimentos se realizaron tras 96 horas desde el momento en que se añadieron las 
partículas lentivirales. Como control negativo en los experimentos de infección se 
emplearon células swiss3T3 infectadas con partículas lentivirales vacías (esto es sin 
contener los plásmidos correspondientes a los shRNAs de LPP3). 
 
5. Inmunofluorescencia 
Los experimentos de immunofluorescencia indirecta se llevaron a cabo en distintas 
líneas celulares adheridas sobre cubreobjetos de vidrio estériles con un grado de 
confluencia entre el 70-80%. Teniendo en cuenta el tipo de experimento se llevaron a 
cabo diferentes técnicas de fijación y permeabilización: 
 
5.1. Fijación con PFA y permeabilización con saponina. 
La fijación se realizó con paraformaldehído (PFA) al 4 % en PBS  durante 15 min. Tras 
el tiempo de fijación, el PFA se retiró y seguidamente los cubreobjetos se lavaron con 




una solución 50 mM de NH4Cl (en PBS) durante 15 min para bloquear los grupos 
aldehídos remanentes. A continuación las células se permeabilizaron durante 10 
minutos con saponina  (0.1 %) disuelta en PBS conteniendo un  1 % de BSA (solución 
de bloqueo). El marcaje de las diferentes proteínas ensayadas se realizó incubando las 
células permeabilizadas con anticuerpos primarios diluidos en la solución de bloqueo 
(PBS, 1% BSA). El tiempo de incubación con los anticuerpos primarios se adaptó a las 
características óptimas de los diferentes anticuerpos empleados (generalmente 1 hora a 
temperatura ambiente, o de forma alternativa durante 12-17 horas a 4°C). A 
continuación, se procedió al lavado (con PBS) de los anticuerpos primarios y a la 
incubación de las células con anticuerpos secundarios acoplados a fluoróforos y diluidos 
en la solución de bloqueo. El tiempo de esta última incubación fue de 45-60 min a 
temperatura ambiente. Finalmente los anticuerpos secundarios se lavaron y los 
cubreobjetos se fijaron sobre portaobjetos con Mowiol. 
 
5.2. Fijación con PFA a 37°C y permeabilización con saponina. 
Excepcionalmente, en aquellos experimentos en que quisimos evaluar la formación de 
estructuras tubulares de membrana, realizamos una fijación en PFA al 4% a 37°C para 
preservar mejor dichas estructuras. La fijación se completó a temperatura ambiente 
durante 5 minutos. El resto del procedimiento fue igual al descrito en el punto anterior. 
5.3. Fijación con metanol  
Este método conjunto de fijación y permeabilización se utilizó en aquellos experimentos 
en que quisimos visualizar el citoesqueleto de microtúbulos. Se realizó incubando las 
células durante 5min en metanol frío (-20ºC).  En este protocolo, la incubación con 
metanol conlleva la desestructuración de la membrana plasmática haciendo innecesaria 
una posterior permeabilización con detergentes.  
6. Microscopía en células fijadas y procesamiento de imágenes 
Las preparaciones se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia Olimpus 
BX60 y las imágenes se captaron con una cámara digital Olympus CCD (Lake Success, 
NY). Para los estudios de cuantificación y colocalización se utilizó un microscopio 
Leica TCS-SL (Leica Microsystems Heidelberg, Manheim, Alemania).  




El procesamiento y análisis de las imágenes se llevó a cabo utilizando el programa 
Image J 1.43 (NIH, Bethesda, MD). Brevemente, en el contaje del número de partículas 
de Rab6-GFP, KDELr y ERGIC-53-GFP las imágenes analizadas para cada célula 
fueron el resultado de la proyección de imágenes obtenidas en diferentes planos desde 
su base hasta su parte más apical (cada plano separado por 0,5 μm de los planos 
contiguos). Sobre la imagen resultante trazamos dos áreas,  una externa perfilando el 
perímetro de las células y una interna perfilando el área correspondiente al Golgi. Sobre 
el área delimitada entre el perímetro del Golgi y el perímetro de la célula aplicamos un 
threshold de intensidad arbitrario (pero igual en todas las células analizadas), 
obteniendo una imagen en binario de las estructuras por encima de dicho threshold. El 
número de estas estructuras se contabilizó aplicando el pluggin “count particles” 
(aceptando como partícula cualquier estructura entre 5 y 200 píxeles). 
En el caso del contaje de partículas de ERGIC53-GFP y KDELr los resultados se 
normalizaron por el área celular (densidad de partículas por área). En la determinación 
del tamaño de las estructuras puntiformes de ERGIC53-GFP, a partir del área promedio 
en píxeles de las partículas cuantificadas por célula, calculamos el diámetro promedio 
(expresado en nm) de dichas estructuras. 
El número total de túbulos de Rab6-GFP por célula así como su longitud  promedio se 
calculó resiguiendo manualmente cada una de las estructuras tubulares utilizando el 
pluggin “NeuronJ” (entendiendo como estructura tubular cualquier cuya longitud 
estuviese por encima de su amplitud máxima y de 5 píxeles).  
El método para calcular el grado de colocalización de diferentes marcadores fue el 
siguiente: se trazó el área de la célula y a continuación aplicamos un threshold para cada 
uno de los marcadores analizados. Seguidamente, se utilizó el pluggin “colocalization 
highlighter”, considerando colocalización cuando el ratio entre los diferentes valores de 
intensidad por encima del threshold de cada marcador fue superior a 0,5. Aquellos 
píxeles situados por encima del threshold cumpliendo el criterio de colocalización 
aparecieron en una imagen binaria. Finalmente, el porcentaje de colocalización de cada 
marcador se calculó como el ratio entre el área en píxeles de la imagen binaria de 
colocalización, respecto el área en píxeles del marcaje por encima del threshold en la 
imagen original. 




En el caso de la colocalización entre LPP3wt-GFP, LPP3S197T-GFP y STxB-cy3, 
buscamos una aproximación alternativa que permitiese eludir el establecimiento de un 
threshold, al ser la señal de la STxB en el RE muy difusa, haciendo difícil establecer un 
criterio de señal específica y señal de fondo (background). Sobre las imágenes de 
LPP3wt-GFP más STxB y LPP3S197T-GFP más STxB-Cy3 ajustamos los niveles de 
intensidad de cada marcador de tal forma que el valor promedio de intensidad fuese el 
mismo. A continuación trazamos líneas de forma aleatoria sobre el marcaje de RE de 
cada uno de los marcadores, obteniendo los respectivos perfiles de intensidad de 
fluorescencia. Para cada píxel realizamos una substracción de los valores de intensidad 
de fluorescencia de los dos canales analizados (verde GFP,  rojo STxB-cy3) expresando 
el resultado en valor absoluto (|GFP - cy3|), de tal forma que a mayor grado de 
colocalización (es decir mayor solapamiento de los perfiles de intensidad de cada 
marcador), menor diferencia. De cada línea trazada cuantificamos el valor promedio de 
esta diferencia, para cada célula calculamos el valor promedio de 5 líneas, y de cada 
experimento el valor promedio de 20 células.   
 
7.  Experimentos de microscopía confocal en células vivas 
Los experimentos de microscopía confocal para el estudio de la dinámica de LPP3wt-
GFP, LPP3S197T-GFP, ERGIC53-GFP y Rab6-GFP se realizaron con un microscopio 
Leica TCS-SL (ver apartado anterior) equipado con un sistema de control de la 
temperatura y CO2. Las imágenes que aparecen en las películas 1-6 se adquirieron con 
un objetivo PL APO 100x (apertura numérica 1,4), excitando a una longitud de onda de 
488-nm (intensidad del láser 15%) y fijando la apertura del pinhole en 1 A.U. (airy 
units). La ventana de longitudes de onda para el registro de la fluorescencia se fijó entre 
500 y 610 nm. Las imágenes se adquirieron cada 0,6 segundos por los tiempos 
especificados en el texto y se procesaron utilizando el software ImgeJ (versión 1.43). 
Diferentes filtros para la reducción de la señal inespecífica (background) se aplicaron a 
cada experimento para lograr una optimización de las imágenes mostradas. En los 
estudios de tubulación de ERGIC53-GFP y Rab6-GFP las primeras imágenes se 
adquirieron inmediatamente después de cambiar las células de un dispositivo de control 
de temperatura a 15°C al sistema de control de temperatura a 37°C (5% CO2) acoplado 




a la platina del microscopio. Allí donde se especifica en el texto, el propanolol se añadió 
a una concentración final de 100μM cinco minutos antes (ERGIC53-GFP) o justo en el 
momento de iniciar la grabación (Rab6-GFP). En el experimento de reversión de los 
efectos del propanolol (ERGIC53-GFP), la droga se retiró cuidadosamente del medio al 
cabo de 6 minutos de grabación, tras lo cual añadimos a las células  1mL de DMEM 
fresco. 
8. Experimentos de FRAP e iFRAP 
En los experimentos de FRAP e iFRAP células COS-7 se plaquearon sobre 
cubreobjetos de vidrio de 22mm para obtener una confluencia próxima al 70% tras 24 
horas. Tras este tiempo, las células se sometieron a transfección con los plásmidos de 
LPP3wt-GFP y VSV-G-YFP. En el caso de las células transfectadas con el VSV-G-
YFP, éstas se incubaron a 40°C desde el momento de su transfección para inducir la 
acumulación de la proteína en el RE. Aproximadamente tras 24 horas de la transfección 
iniciamos la captura de imágenes manteniendo las células a 33°C y 5% de CO2. Para 
lograr el apagado de la fluorescencia correspondiente al área del Golgi aplicamos 40 
pasadas a la máxima potencia del láser de 488 nm. A continuación las imágenes se 
adquirieron cada 0,657 segundos utilizando un objetivo de 63x (NA 1,32), láser de 
excitación a 488 nm, filtro de emisión entre 500 y 610 nm y apertura máxima del 
pinhole (5 A.U), para garantizar la mayor amplitud posible en el registro de la 
fluorescencia emitida y evitar pérdidas de señal como consecuencia del movimiento de 
partículas fuera de foco.  La recuperación de la fluorescencia asociada al área de Golgi 
se registró durante un tiempo total de 30 minutos. 
De las imágenes adquiridas cuantificamos la evolución temporal de la fluorescencia en 
diferentes áreas correspondientes al Golgi, el citoplasma de la célula y la señal de fondo 
(background, área fuera de la célula). Cada imagen de la secuencia temporal fue 
analizada aplicando las siguientes fórmulas: 
 
a.) Recuperación de la fluorescencia a lo largo del tiempo normalizada sobre el 
valor de intensidad inicial correspondiente al área del Golgi: 
 
I[tx]= (I Golgi[tx] / I Golgi[t0] ) x 100 
 




Donde I Golgi[tx] representa el valor de intensidad del área del Golgi en el 
tiempo x (tx) tras el apagado de la fluorescencia e I Golgi[t0] representa el valor 
de intensidad del área de Golgi en los instantes previos al fotoblanqueado (t0). 
 
b.) Recuperación de la fluorescencia a lo largo del tiempo en relación a la señal del 
citoplasma , normalizada sobre los valores de intensidad iniciales del Golgi y del 
citoplasma. 
 
I[t] = (I Golgi[tx] / I Golgi[t0]) x (I citoplasma[t0] / I citoplasma[tx]) x 100 
 
Donde I Golgi[tx] e I Golgi[t0] representan los valores de intensidad del área del 
Golgi antes (t0) y x segundos después del fotoblanqueado (tx). De igual forma I 
citoplasma[t0] e  I citoplasma[tx] representan los valores de intensidad del área del 
citoplasma antes (t0) y x segundos después del fotoblanqueado (tx). 
 
En los experimentos en que estudiamos la recuperación de la fluorescencia asociada al 
retículo, se emplearon 80 pasadas del láser 488 a máxima intensidad sobre el área fuera 
del Golgi. Tras la eliminación de la fluorescencia fuera del Golgi las imágenes se 
adquirieron utilizando un objetivo de 63x (NA 1,32; pinhole a 1 A.U.) y ajustando el 
zoom para visualizar con detalle el área adyacente al Golgi (incluyendo el perímetro 
nuclear). En este caso, con el propósito de obtener imágenes de elevada resolución que 
nos permitieran observar la estructura túbulo-reticular del RE, optamos por fijar la 
intensidad del láser 488 al 25% y adquirir las imágenes cada 5 minutos por un periodo 
máximo de 20 minutos. 
Tanto en los experimentos de recuperación de la fluorescencia del Golgi, como en los 
experimentos de recuperación de la fluorescencia asociada al RE, antes de iniciar las 
grabaciones se añadió al medio de las células cicloheximida a una concentración final 
de 0,1 mg/mL. 
 
9. Experimentos de microscopía TIRF 
Para los experimentos de microscopía TIRF se utilizó un microscopio Olympus IX81 
invertido modificado acoplado a una cámara CCD de 640x448 píxeles desarrollada por 




los laboratorios Lincoln (MIT, MA, USA). La adquisición de las imágenes se hizo con 
un objetivo Olympus Plan APO 60x (NA 1,45). La iluminación TIRF se introdujo 
aplicando un ángulo entre 65-68°, adquiriendo una profundidad de 90-121nm al excitar 
con el láser de 488nm y de 106-141nm con el láser de 568nm. La temperatura del 
microscopio, incluido en su totalidad dentro de una cámara de control temperatura, se 
mantuvo a 35ºC. Al carecer de un sistema de control de CO2 las células se incubaron en 
un buffer KRH 1x (125mM NaCl, 5mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 1,2 mM MgSO4, 25 mM 
Hepes) suplementado con piruvato sódico (2Mm) y BSA (0,5%) y ajustando el pH a 
7,4. En el estudio de la internalización conjunta de EGF-568 y transferrina-488 ambos 
ligandos se añadieron conjuntamente a 20μg/mL y 50ng/mL respectivamente. En las 
células tratadas con propanolol se añadió a una concentración de 100μM conjuntamente 
con la transferrina y el EGF. Tras 5 minutos de internalización se reemplazó el medio 
con EGF y transferrina por medio sin los ligandos (pero manteniendo la misma 
concentración de propanolol en las condiciones de tratamiento). El seguimiento de la 
internalización conjunta del EGF y la transferrina se realizó durante 20 minutos, 
adquiriendo imágenes para cada uno de los láseres (488 y 568) cada dos segundos, de 
tal forma que en total registramos 600 imágenes de la transferrina-488 y 600 imágenes 
del EGF-568.Cada una de las imágenes se procesó sustrayendo el background (señal de 
fondo) y el bleeding (excitación del láser a 488 sobre el fluoróforo de 568) entre los 
diferentes láseres. Luego se estableció un threshold para ambos canales (el 
correspondiente a la transferrina-Alexa488 y el EGF-568) a partir del cual generamos 
una imagen binaria, y se analizó el número de píxeles de cada marcador dentro de la 
zona TIRF y el grado de colocalización de ambos marcadores a lo largo de los 20min de 
internalización. 
 
10. Microscopía electronica 
Para los experimentos de microscopía electrónica de transmisión (TEM) utilizamos 
células Swiss3T3 control o silenciadas para LPP3 mediante infección lentiviral. Tras 96 
horas de la infección, las células se fijaron  con 1.25 % glutaraldehído en tampón PIPES 
que contiene sacarosa (2 %) y Mg2SO4 (2 mM) durante 60 min a 37 ºC. Seguidamente 
las células se lavaron con tampón PIPES (3 x 5 min) y se levantaron suavemente de la 
placa de cultivo con la ayuda de un raspador o scraper. A continuación, se centrifugaron 




a 100 g durante 5 min. Posteriormente, las células se postfijaron en 1 % OsO4, 1 % 
K3Fe (CN)6 en tampón PIPES durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. 
Luego se lavaron con PIPES (3 x 5 min) y se incubaron con 0.1 % ácido tánico en 
tampón PIPES durante 5 min para aumentar su contraste. Tras varios lavados con 
PIPES (3 x 5 min), las células se deshidrataron con soluciones crecientes de etanol (80 
%, 90 %, 95 % y 3 x 100%) y finalmente se incluyeron en resina Epon EMbed-812 
polimerizando a 60 ºC durante 48 h. Las secciones ultrafinas (40-60 nm) se contrastaron 
con acetato de uranilo (30 min) y citrato de plomo (10 min). La observación de las 
secciones ultrafinas se realizó en un microscopio electrónico de transmisión JEOL 1010 
operando a 80-90 kV equipado con una cámara digital modelo Gatan BioScan 792. Para 
la captación digital de las imágenes se utilizó el programa DigitalMicrograph 3.11.0 
(Gatan, Inc., Pleasanton, CA, USA) 
 
11. Experimentos de transporte 
 
11.1. Adquisición de la Resistencia a EndoH del VSV-G 
Células HeLa establemente expresando  VSV-G-GFP control y silenciadas para LPP3 
se incubaron a 40°C las últimas 24 horas del protocolo de silenciamiento. 
Seguidamente, añadimos a las células cicloheximida (100ng/mL) y las cambiamos a 
32°C, permitiendo la salida del VSV-G desde el RE. Las células se lisaron retirando el 
medio  y añadiendo una solución con 0,5% SDS y 1% 2-mercaptoetanol (0,1 ml por 
pocillo de 35 mm) a diferentes tiempos: en el momento previo al cambio de temperatura 
(0 minutos), y tras 15 min, 30 min y 60 min del cambio de temperatura a 32°C. Tras 
desnaturalizar las proteínas de los lisados hirviendo las muestras, 20μg de proteína por 
lisado se trataron de acuerdo con el protocolo de un kit comercial para la digestión por 
Endo-H (New England Biolabs; Ipswich, MA, USA). Brevemente, combinamos 20μg 
de los lisados con 1μL de 10x Glycoprotein Denaturing Buffer (0.5% SDS, 40 mM 
DTT), enrasando la mezcla con H2O hasta un volumen de 10μL. A continuación 
desnaturalizamos las proteínas a 100°C durante 10 minutos. Tras la desnaturalización, 
añadimos a la mezcla 2μL de 10x G5 Reaction Buffer (50mM de citrato de sodio), 1μL 
de la Enzima EndoH, H2O hasta un volumen final de 20μL  y dejamos incubando la 
solución por 1 hora a 37°C. Finalmente las muestras se cargaron en un gel de 




electroforesis (SDS-PAGE al 8% de acrilamida) y los niveles de VSVG-GFP se 
analizaron por immunoblot con un anticuerpo anti-GFP. 
 
11.2. Transporte desde el ERGIC al Golgi de la proteína ssDsRed. 
Para estudiar el transporte anterógrado de la proteína ssDsRed, células HeLa control y 
silenciadas para la expresión de LPP3 se cotransfectaron  con los plásmidos de 
ERGCI53-GFP y ssDsRed durante las últimas 24 horas del protocolo de silenciamiento. 
Tras 17-20 horas de expresión, las células se  incubaron a 15°C por 2 horas para 
bloquear la salida de cargo desde el ERGIC. A continuación las células se incubaron 
nuevamente a 37°C por 20 minutos, momento en el cual se procedió a su fijación en 
PFA al 4%. La cuantificación del transporte de la proteína ssDsRed desde el ERGIC al 
Golgi se llevó a cabo midiendo el porcentaje de colocalización de ssDsRed con 
ERGIC53-GFP (excluyendo el área perinuclear correspondiente al Golgi) respecto el 
marcaje total de ssDsRed y ERGIC53-GFP. 
 
11.3. Transporte de la STxB silvestre 
Para estudiar el transporte de la subunidad B de la Shiga toxin salvaje (STxB-cy3) 
utilizamos dos líneas celulares: células HeLa (establemente expresando Rab6-GFP o no, 
según especifiquemos en el texto) y células COS-7 cotransfectadas con LPP3wt-GFP o 
LPP3S197T-GFP, conjuntamente con un plásmido codificando la enzima Gb3 sintetasa. 
La transfección de las células COS-7 con la Gb3 sintetasa fue necesaria debido a los 
bajos niveles de globotriaosilceramida 3 que presentan las células COS-7.  
Brevemente, las células se incubaron durante 15 minutos a 4°C en presencia de 0,5 
μg/mL de la STxB-cy3. A continuación retiramos el medio con la toxina, realizamos 3 
lavados con PBS frío y añadimos DMEM fresco antes de pasarlas nuevamente a 37ºC 
por espacio de 2 horas (tiempo suficiente para permitir la llegada de la STxB-cy3 al 
Golgi). Tras este tiempo de incubación a 37°C pasamos las células a 15°C por 1 hora 
(sincronizando el transporte de la STxB entre el Golgi y el RE), y finalmente incubamos 
nuevamente las células a 37°C por 10 minutos (en células HeLa) o 1 hora (en células 
COS-7) y las fijamos en PFA al 4%. 
 
11.4. Transporte de la STxB-KDEL 




Para el estudio del transporte de la subunidad B de la Shiga toxin fusionada a la 
secuencia de retención en el RE (STxB-KDEL-cy3), células swiss37 control y 
silenciadas para la expresión de LPP3 mediante infección lentiviral con shRNAs se 
incubaron con la STxB-KDEL-cy3 (4 μg/mL) por 45 minutos a 4°C. Posteriormente, la 
toxina no unida al receptor se retiró del medio y lavamos las células 3 veces en PBS 
frío, pasándolas a continuación a 19°C por espacio de 2 horas (forzando la  acumulación 
de la STxB-KDEL-cy3 a nivel de los endosomas tempranos). Finalmente las células se 
incubaron a 37°C y las fijamos en PFA al 4% tras diferentes tiempos del cambio de 
temperatura.  
 
11.5. Transporte de la transferrina y el EGF 
Para los experimentos de endocitosis incubamos células COS-7 en DMEM sin suero 30 
minutos antes de añadir simultáneamente la transferrina (20μg/mL) y el EGF 
(50ng/mL). En el caso de la transferrina añadimos una forma acoplada al fluoróforo 
Alexa-488 (Invitrogen), mientras que para el EGF, lo preparamos combinando 50μL de 
EGF unido a biotina (40μg/mL) con 32μL de estreptavidina-568 (2mg/mL). Tras añadir 
los ligandos (a 37°C), al cabo de 5minutos eliminamos el EGF y la transferrina no 
internalizados reemplazando el medio por DMEM sin suero. Finalmente las células se 
fijaron a diferentes tiempos de internalización (ver el apartado de resultados) en PFA al 
4%. 
Cuando se añadió propanolol (100μM), se hizo conjuntamente con los ligandos y se 
mantuvo en el medio durante todo el tiempo de internalización. En los experimentos en 
que se utilizaron el inhibidor de las DGK de clase I R9949 (30μM) o el PMA (100nM), 
se añadieron al medio 30 minutos antes que la transferrina. Cuando utilizamos el DOG 
(3μM) se añadió 10 minutos antes de añadir la transferrina. Cuando estudiamos la 
internalización de transferrina en células tratadas con nocodazol, el nocodazol 
(10μg/mL) se añadió 1 hora antes de añadir la transferrina.   
 
12. Extractos celulares y western blotting 
Para los análisis de western blot, lisamos las células en hielo durante 10 min en tampón 
de lisis Tris-ID NP40 (pH ~ 7.5) (50 mM Tris; 150 mM NaCl; NP40 1 %; azida 0.02 




%). Posteriormente las muestras se centrifugaron a 500 g durante 20 min a 4 °C y el 
sobrenadante se cuantificó por el método de Lowry. Luego se añadió el buffer de carga 
y se hirvió durante 5 min. Para la electroforesis, 20 μg de proteínas se cargaron en un 
gel de acrilamida (SDS-PAGE) (diferentes concentraciones dependiendo de la proteína). 
A continuación las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y, por 
último, se realizó la inmunodetección mediante la técnica de western blotting. Primero, 
estas membranas se bloquearon con una solución de TBS-T (150 mM NaCl, 20 mM 
Tris- HCl, pH ~ 7.5, 0.05 % Tween-20) que contiene 5 % de leche en polvo libre de 
grasas. Una vez bloqueadas, se incubaron durante toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo 
primario. Al día siguiente, tras varios lavados en TBS-T, las membranas se incubaron 
con el anticuerpo secundario. Para visualizar el reconocimiento del antígeno se utilizó el 
ECL (Enhanced Chemiluminiscence Luminol, Santa Cruz) y la reacción se reveló 
mediante la exposición sobre una película fotográfica dentro de un casete protegido de 
la luz. 
13. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) 
 
13.1. Extracción de RNA 
Para los experimentos de PCR en tiempo real, el RNA total de células COS-7 control y 
transfectadas con siRNAs específicos para las diferentes isoenzimas de la familia de las 
PAP2 (LPP1, LPP2 y LPP3) se obtuvo tras 48 horas de la transfección utilizando el 
reactivo Trizol (Invitrogen). Brevemente, células plaqueadas en pocillos de p6 al 70-
80% de confluencia se incubaron durante 5 minutos a 4°C en 1mL de Trizol. 
Seguidamente recuperamos las células rascando los pocillos y los lisados se 
transfirieron a tubos de polipropileno de 1,5mL. Por cada tubo se añadieron 0,5mL de 
cloroformo y las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 4°C y 12000 g. A 
continuación recuperamos la fracción del sobrenadante evitando cuidadosamente la 
interfase de proteínas y añadimos 0,5 mL de isopropanol a cada tubo. Las muestras se 
centrifugaron a 4°C durante 30 minutos (12000 g), tras lo que retiramos el sobrenadante 
y resuspendimos el pellet en etanol al 75%.  Finalmente, las muestras se centrifugaron 
una última vez durante 10 minutos a 7500g, tras lo que retiramos el sobrenadante y 
dejamos secar completamente el pellet de RNA. El RNA se resuspendió en 20μL de 
H2O libre de RNAsas y se almacenó a -80°C hasta el momento de su utilización. 





13.2. Obtención de cDNA por PCR de transcriptasa reversa (RT-PCR) 
Para la síntesis de cDNA a partir del RNA purificado  utilizamos el kit iScript cDNA 
Synthesis (BIO-RAD) siguiendo las instrucciones indicadas en el manual. Brevemente, 
en cada reacción añadimos 1μg de RNA, 4μL de 5x iScript Reaction Mix, 1μL de iScrpt 
Reverse Transcriptase, y enrasamos la reacción con H2O libre de RNAsas hasta un 
volumen final de 20μL. La reacción de PCR reversa se realizó en un dispositivo 
termociclador (MJ Mini™ Personal Thermal Cycler, BIO-RAD) aplicando un programa 
de 5 minutos a 4°C, 30 minutos a 42°C y 5 minutos a 82°C. El cDNA obtenido se 
diluyó 1:4 en H2O libre de RNAsas y se guardó a -20°C hasta su utilización.  
 
13.3. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) y análisis de resultados. 
Para cada muestra de cDNA, se realizó una mezcla con iQ SYBR Green 
(20,6μL/muestra) (BIO-RAD; Hércules, CA, USA), primers del gen analizado 
(1,6μL/muestra), cDNA (6,6μL/muestra) y H2O (12,4μL/muestra), distribuyendo el 
volumen final en 3 pocillos (triplicados) de una placa de 96 pocillos (12,5μL/pocillo). 
Para la reacción de QRT-PCR se utilizó el dispositivo MyiQ single-color real-time PCR 
detection system (BIO-RAD). Para la cuantificación de los resultados se utilizó el 
método 2-ΔΔCT. Donde: 
CT (cycle threshold): Número del ciclo a partir del cual la señal fluorescente supera el 
umbral determinado por el programa. 
ΔCT (delta cycle threshold): Diferencia entre los valores de CT del gen de estudio 
(LPP1, LPP2 o LPP3) y el gen houskeeping utilizado como control de carga (en nuestro 
caso actina). 
ΔΔCT (delta delta cycle threshold): Diferencia entre los valores ΔCT del gen de estudio 
en células control y células silenciadas.  
 
14. Determinación de lípidos mediante marcaje radioactivo 
Células HeLa control y silenciadas para la expresión de LPP3 se sometieron a marcaje 
radioactivo con [32P] ácido ortofosfórico (5 μCi/Ml) o [14C] acetato (1μCi/mL) durante 
las últimas 24 horas del protocolo de silenciamiento. La fracción lipídica de las células 
control y silenciadas se obtuvo en hielo aplicando una solución de metanol (2 mL para 




placas de 60 cm2 al 80% de confluencia celular). A continuación las células fueron 
cuidadosamente recogidas (por el método de rascado) y depositadas en tubos de vidrio 
conteniendo un solución (50% de volumen) de cloroformo. Tras 5 minutos en hielo las 
diferentes fases de cada muestra (soluble y orgánica)  se separaron aplicando un 65% de 
volumen de agua destilada y cloroformo. Seguidamente agitamos los tubos y los 
sometimos a una centrifugación de 3000 g durante 10 minutos. La fase orgánica, situada 
en la parte inferior de los tubos, se lavó en una solución de agua/metanol (1:1) y a 
continuación se dejó evaporar aplicando una corriente de N2. 
Las diferentes especies moleculares de los extractos lipídicos se separaron por 
cromatografía de capa fina (TLC). Brevemente, los principales fosfolípidos 
(fosfatidilcolina, PC; fosfatidiletanolamina, (PE); esfingomielina, (SM); 
fosfatidilinositol, (PI); fosfatidilserina, (PS), y ácido fosfatídico, (PA)) marcados 
radioactivamente con [32P]ácido ortofosfórico y [14C]acetato se separaron por TLC de 
forma bidimensional aplicando las siguientes fases móviles: en la primera dimensión 
cloroformo/metanol/NH4OH (relación de volúmenes 65:35:10); en la segunda 
dimensión cloroformo/metanol/acetona/ácido acético/agua (relación de volúmenes 
10:2:4:2:1). Los lípidos neutros como el triacilglicerol (TAG) y diacilglicerol (DAG) se 
separaron bidimensionalmente aplicando las siguientes fases móviles: primero 
cloroformo/metanol (1:1) y después hexano/dietiléter/ácido acético (70:30:1). 
Finalmente, la señal radioactiva de los fosfolípidos y lípidos neutros marcados con 
[14C]acetato y [32P]ácido ortofosfórico se cuantificó con el dispositivo PhosphoImager 
(Typhon TRIO, Amersham Biosciences)  y analizada con el software de procesamiento 
de imágenes ImageQuant (Amersham Biosciences). 
 
15. Análisis estadístico. 
A menos que en el apartado de resultados se especifique de otra forma, todos los 
resultados presentados corresponden a la media ± s.e.m (error estándar de la media) de 
al menos 3 experimentos. El análisis estadístico se llevó a cabo  utilizando el método de 
la T de Student para muestras aparejadas, o el método ANOVA de una vía seguido del 
test Tukey de comparación múltiple. En todos los análisis utilizamos el software 













1. Localización subcelular de la LPP3 
Para determinar la localización subcelular de la LPP3 endógena en células HeLa, 
empleamos  anticuerpos específicos descritos con anterioridad (Long et al., 2008). Los 
anticuerpos marcaron numerosas estructuras puntiformes especialmente concentradas a 
nivel perinuclear, colocalizando en gran medida con el marcador de compartimento 


























Figura 1. Análisis de la localización subcellular de LPP3.  (A). Células HeLa transfectadas con ERGIC-53-GFP 
y procesadas por immunocitoquímica (ICC) utilizando anticuerpos anti-LPP3. (B) Células HeLa transfectadas 
con ERGIC53-GFP se trataron con brefeldina A (BFA) durante 30 minutos (panel superior) o bien se incubaron 
durante 1 h a 15°C (panel inferior). En ambos casos observamos un extensa colocalización de LPP3 y ERGIC53-





Para una caracterización más detallada de la LPP3 en el compartimento intermedio, 
estudiamos su localización tras tratar las células  con brefeldina A (BFA) y al incubarlas 
a 15°C. La incubación a bajas temperaturas (15-16°C) bloquea el transporte anterógrado 
y retrógrado desde el ERGIC (Klumperman et al., 1998b; Lippincott-Schwartz et al., 
1990; Saraste y Svensson, 1991) y las proteínas de ERGIC y ERES se observan en 
estructuras vesiculares de tamaño superior al observado en condiciones fisiológicas 
(Hammond y Glick, 2000). Respecto al tratamiento con BFA, las proteínas de ERGIC y 
ERES mantienen  la misma distribución que en condiciones basales, mientras que las 
proteínas residentes de Golgi se relocalizan al RE (Klumperman et al., 1998; Hammond 
y Glick, 2000).  Tras ambos tratamientos observamos que la LPP3 mantenía su 
colocalización con ERGIC53 (Fig. 1B), lo que es demostrativo de  que se comporta 
como una proteína de ERES/ERGIC. 
Con el objetivo de analizar si parte de la localización perinuclear de LPP3 correspondía 
al Golgi, tratamos las células con el agente despolimerizador de microtúbulos 
nocodazol. La despolimerización del citoesqueleto de microtúbulos induce la formación 
de stacks de Golgi individualizados en proximidad a los ERES (Dejgaard et al., 2007; 
Ho et al., 1989). Tales ministacks preservan la polaridad cis / trans de las cisternas de 
Golgi, lo que facilita un análisis más detallado de la distribución de las proteínas en las 
diferentes cisternas. Tras 3 horas de tratamiento con nocodazol, las células se fijaron y 
se realizaron dobles marcajes con LPP3 y con diversos marcadores de la vía secretora: 
sec31A (ERES), KDELr (ERGIC), GM130 (cis-Golgi) y Golgina97 (trans-Golgi/TGN). 
El análisis de la distribución de LPP3 en relación a  estos marcadores, dio como 
resultado una extensa colocalización de LPP3 con sec31A y KDELr (ERES y ERGIC), 
y en menor medida con GM130 y Golgina97 (Fig 2), mostrando un gradiente de 
colocalización ERES/ERGIC > cis > trans. 
El análisis mediante crioimmunocitoquímica de la localización de la LPP3 endógena 
mostró marcaje en estructuras vesiculares adyacentes al Golgi (82 ± 8%) y en menor 
medida en las cisternas de Golgi (18 ± 2%) (Fig. 3). 
Estos resultados confirman que la LPP3 endógena se encuentra enriquecida en los 
ERES y el compartimento intermedio (ERGIC), es decir, aquellos compartimentos que 






Figura 2. Análisis de la localización subcelular de LPP3 en células HeLa tras tratamiento con nocodazol. (A) 
Células HeLa tratadas con nocodazol (NZ) por 3 h  y procesadas por ICC con los anticuerpos anti-LPP3 más 
sec31A, KDELr, GM130 y Golgina97. A la derecha, magnificaciones de regiones en las que podemos observar la 
colocalización de LPP3 con los diferentes marcadores, y el  valor promedio de sus respectivas intensidades de 
fluorescencia  a lo largo de la longitud máxima de los ministacks analizados (30 stacks por célula, 10 células por 
experimento, N=3).  (B) Cuantificación del grado de colocalización de LPP3 respecto a sec31A, KDELr, GM130 y 
Golgina 97, expresado como porcentaje de marcaje de LPP3 que colocaliza con cada marcador en relación al 
marcaje total de LPP3 (media ± s.e.m). En la figura podemos observar cómo existe una colocalización gradual de 











2. Parte de la LPP3 cicla de forma constitutiva entre el RE y el Golgi. 
Para confirmar los resultados obtenidos por immunocitoquímica sobre la LPP3 
endógena,  sobreexpresamos en células COS-7 y HeLa una forma recombinante de la 
LPP3 humana unida a GFP. En concordancia  con lo observado respecto a la proteína 
endógena, vimos una localización parcial de LPP3 en el Golgi en ambas líneas celulares 
(Fig 4A), en el retículo endoplasmático (especialmente apreciable en las células COS-7) 















Figura 3. Distribución de LPP3 en 
vesículas próximas al Golgi. (A). 
Imagen de microscopía electrónica 
correspondiente a una sección ultrafina 
de células HeLa procesadas por 
crioimmunocitoquímica con anti-LPP3 
seguido de marcaje con partículas de 
oro acopladas a proteína A.  Podemos 
observar marcaje en estructuras de 
membrana en proximidad a las cisternas 
de Golgi. Barra, 200nm 
Figura 4. Localización subcelular de las formas 
salvaje y catalíticamente inactivas de LPP3 
expresadas en células COS-7 y HeLa. (A). Células 
COS-7 (panel superior) y HeLa (panel inferior) 
transfectadas con hLPP3wt-GFP y procesadas por 
ICC con anti-GM130 (COS-7) y Golgina97 
(HeLa). En las células COS-7 podemos observar 
una clara distribución de la proteína 
sobreexpresada en el RE (ver envoltura nuclear) y 
en el Golgi. En células las HeLa, además de su 
localización en el Golgi observamos una clara 
distribución en la membrana plasmática. (B) 
Células COS-7 (panel de la izquierda) y HeLa 
(panel de la derecha) transfectadas con el mutante 
catalíticamente inactivo de LPP3 (mutación de la 
Ser 197 por Thr en el sitio catalítico, 
hLPP3S197T).  Las imágenes muestran una 
distribución mayoritariamente de RE en ambos 
tipos celulares, perdiéndose el marcaje de Golgi y 





Cuando transfectamos una forma mutante catalíticamente inactiva de la LPP3-GFP 
(substitución de la  serina 197 del dominio catalítico por una treonina; de aquí en 
adelante LPP3S197T-GFP; Escalante-Alcalde et. al., 2003) observamos diferencias 
respecto la forma silvestre, siendo su localización mayoritariamente de RE (Fig. 4B). 
Esta diferencia nos llevó a analizar por microscopía confocal in vivo la dinámica de la 
proteína silvestre y la catalíticamente inactiva a nivel del RE (Fig 5). En referencia a la 
forma silvestre (hLPP3wt-GFP), la vimos localizada tanto en las cisternas del RE como 
en estructuras de tipo vesicular. Éstas  mostraron un movimiento lento, en ocasiones 
desplazándose entre cisternas contiguas de RE, aunque sin presentar una direccionalidad 
concreta (Fig 5, panel superior y magnificaciones y película 1). Es interesante destacar 
que este comportamiento dinámico concuerda con el que se ha descrito para proteínas 
transmembrana asociadas a los ERES (Kano et al., 2004). En relación a la 
hLPP3S197T-GFP, observamos un movimiento similar de los túbulos del RE, pero no 
que la proteína se acumulase en estructuras vesiculares como sucedía con la forma 


















Figura 5. Análisis del movimiento de las formas silvestre y catalíticamente inactivas de LPP3 en asociación con el 
RE. Imágenes extraídas de la película 1 en las que podemos observar in vivo el movimiento de la hLPP3wt-GFP 
(panel superior) y la hLPP3S197T-GFP (panel inferior) en asociación a la membrana del RE. Las magnificaciones 
de la derecha corresponden al seguimiento temporal del movimiento de LPP3wt/S197T en las regiones encuadradas. 
Destaca la presencia de la hLPP3wt-GFP en estructuras de tipo vesicular en estrecha asociación al RE. En las 
magnificaciones de la derecha podemos observar cómo una de estas estructuras inicia un desplazamiento entre 
filamentos de RE contiguos arrastrando consigo parte de la membrana del RE. Por el contrario, en las 
magnificaciones correspondientes al movimiento de la hLPP3S197T-GFP no observamos las estructuras vesiculares, 
si bien la membrana del RE muestra una dinámica de remodelación muy similar a la observada con la hLPP3wt-





Para entender mejor la distribución subcelular de la hLPP3wt-GFP entre el RE y el 
Golgi, realizamos experimentos de recuperación de la fluorescencia tras el fotoblanqueo 
(FRAP) del área del Golgi. Analizamos el transporte de la hLPP3wt-GFP entre el RE y 
el Golgi, comparándolo con la dinámica de transporte de la glicoproteína G del virus de 
la estomatitis (VSV-G). En el caso del VSV-G, la incubación a 40°C induce un mal 
plegamiento de la proteína, lo que hace que quede retenida en el RE y no se transporte 
al Golgi. Sin embargo, al pasar las células a 32°C, la proteína se pliega correctamente, 
permitiendo su salida del RE al Golgi y finalmente a la membrana plasmática. En base a 
esto, transfectamos células COS-7 con la proteína VSV-G   fusionada a YFP y las 
incubamos a 40°C durante toda la noche. Al día siguiente las células se incubaron a 
32°C durante 15 minutos, tras lo que fotoblanqueamos la fluorescencia del Golgi. A 
partir de este instante,  iniciamos un registro de la recuperación de la fluorescencia en el 
Golgi durante 30 minutos. En las imágenes correspondientes a la figura 6, podemos 
observar cómo a lo largo del tiempo se produjo una recuperación casi completa de la 
fluorescencia en el Golgi (figura 6A y 6B).  También vemos que dicha recuperación se 
produjo en paralelo a una disminución en la fluorescencia del RE (figura 6A y 6E). 
Respecto al transporte de la hLPP3wt-GFP, observamos que la recuperación de la 
fluorescencia asociada al Golgi se daba con una dinámica muy similar a la observada 
para el VSV-G (figura 6A y 6C). Sin embargo, a diferencia del VSV-G, la 
fluorescencia asociada al RE se mantuvo estable a lo largo del tiempo (figura 6A y 6F). 
Este resultado podría interpretarse de dos maneras: por un lado podría deberse a que la 
fracción móvil de la LPP3 en el RE fuese menor en comparación a la del VSV-G, con lo 
que sólo un determinado porcentaje de la proteína abandonaría el RE en un determinado 
lapso temporal,  permaneciendo el resto establemente asociada al RE (o por mayor 
tiempo que en el caso de una proteína típicamente secretora). Por otro lado, podría ser 
consecuencia de que parte de la proteína llegada al Golgi se transportase de nuevo al 
RE, manteniendo de esta forma un equilibrio en la distribución de la proteína entre 
ambos compartimentos. Para comprobar esta última posibilidad realizamos el 
experimento inverso: fotoblanqueamos el área correspondiente a la hLPP3wt-GFP 
localizada fuera del Golgi y monitorizamos la recuperación de dicha señal a lo largo del 





observamos que la LPP3-GFP volvía a marcar el RE, lo que indica que  parte de la 











Finalmente, profundizamos en las causas de la diferente distribución subcelular de la 
forma silvestre y del mutante catalíticamente inactivo de la LPP3. Una posible 
explicación de esta divergencia sería que la mutación S197T en el dominio catalítico 
indujese un mal plegamiento de la proteína, impidiendo su salida del RE. Otra posible 
explicación, es que la actividad catalítica de la LPP3 fuese necesaria para el transporte 
de proteínas de RE a Golgi, incluyendo a la propia LPP3. Una forma de inhibir la 
actividad catalítica de LPP3 es tratar las células con propanolol (inhibidor de la 
actividad de las PAP1 y 2; (Billah et al., 1989). Por ello, nos planteamos estudiar 
mediante el FRAP del Golgi el transporte anterógrado de la hLPP3wt-GFP en presencia 
de propanolol. En la figura 8 se muestra cómo en presencia de propanolol la 
recuperación de la fluorescencia en el Golgi se produce más lentamente y en un menor 
porcentaje que en las células control (cuantificación en 8B y 8C). 
El conjunto de estos resultados indican que la LPP3 no puede ser considerada como una 
proteína residente de RE o de ERES, ni tampoco como una proteína que 
transitoriamente se asocia a compartimentos intracelulares en ruta hacia la membrana 
plasmática (como por ejemplo el VSV-G). Su comportamiento se asemeja, al menos 
parcialmente, al de una proteína de compartimento intermedio, ciclando entre el RE y el 
Golgi. Por otra parte, tanto la sobreexpresión de una forma catalíticamente inactiva de 
LPP3, como la inhibición de la actividad catalítica de las enzimas de la familia de las 
fosfatasas del ácido fosfatídico (PAP), producen una mayor asociación de la LPP3 en el 
RE en detrimento de su localización a nivel del Golgi. Curiosamente, estudios 
anteriores han demostrado que el propanolol no afecta al transporte del VSV-G de RE a 
Golgi (Fernández-Ulibarri et al; 2007), indicando que el transporte de LPP3 puede estar 
Figura 6. Comparativa del transporte del VSV-G y la LPP3 entre el RE y el Golgi. (A).En células COS-7 
expresando VSV-G-YFP (paneles superiores) y hLPP3wt-GFP (paneles inferiores) medimos la recuperación de la 
fluorescencia asociada al Golgi tras fotoblanqueo. En el caso de las células transfectadas con VSV-G-YFP, éstas se 
incubaron durante toda la noche a 40°C para acumular la proteína en el RE. La imagen previa al bleach se obtuvo 
tras 15 minutos de incubación a  33°C. En la parte inferior de la figura mostramos la evolución de la fluorescencia 
en la región fotoblanqueada a lo largo del tiempo. Recuperación de la fluorescencia del VSV-G (B) y LPP3 (C) a lo 
largo del tiempo expresado como porcentaje respecto a la intensidad registrada antes del bleach. Recuperación de 
la fluorescencia del VSV-G (D) y LPP3 (E). Cada valor en la escala temporal es el resultado porcentual de la ratio 
entre la fluorescencia del área fotoblanqueada (Golgi) y la fluorescencia del área del citoplasma, respecto la ratio 
de ambos valores (fluorescencia del Golgi y fluorescencia del citoplasma) en los momentos previos al bleach. Las 





regulado por mecanismos moleculares diferentes a los del VSV-G. En el apartado de 































Figura 7. Transporte retrogrado de la LPP3.  Células COS-7 se transfectaron con la hLPP3wt-GFP. Tras 
aproximadamente 20 horas de expresión añadimos cicloheximada a las células, momento en el que 
fotoblanqueamos la fluorescencia fuera del área del Golgi. En la imagen se muestra el marcaje de hLPP3wt-GFP 
en los momentos previos al apagado de la fluorescencia, justo después del fotoblanqueo  y tras 20 minutos. Las 
flechas señalan la recuperación del marcaje asociado a la envoltura nuclear, indicativo de la llegada de la proteína 













3. La inhibición de la actividad PAP regula la formación de túbulos asociados a las 
membranas del compartimento intermedio. 
Para profundizar en la importancia de la actividad de las PAP en la formación de 
intermediarios de transporte entre el RE y el Golgi, analizamos los efectos del 
propanolol  en el transporte de la proteína de compartimento intermedio ERGIC-53-
GFP. Células HeLa se transfectaron con un plásmido que codifica para la proteína 
ERGIC-53-GFP y tras aproximadamente 20-24 horas de expresión,  las incubamos a 
15°C por espacio de 1 hora. A continuación incubamos las células a 37°C, momento en 
el que iniciamos un registro por microscopía confocal in vivo de las estructuras 
marcadas con ERGIC53-GFP. De forma consistente con lo publicado en trabajos 
previos (Ben-Tekaya et al., 2004), justo tras el cambio de temperatura observamos la 
acumulación de ERGIC-53-GFP en estructuras puntiformes estáticas y de tamaño 
superior al observado en condiciones fisiológicas. Sin embargo, durante los primeros 
instantes tras el cambio de temperatura, pudimos ver la formación de intermediarios de 
transporte de morfología túbulo-vesicular surgiendo de las estructuras puntiformes 
iniciales. Al poco tiempo encontramos la mayor parte del marcaje de ERGIC53-GFP 
asociado a estructuras de movilidad rápida, morfología transitoria entre puntiforme y 
tubular (sin aparente direccionalidad hacia el Golgi o el RE) y a menudo presentando 
procesos de fusión y fisión con otras estructuras tanto móviles como estáticas (Fig.  9A 
y película 2). Contrariamente a lo observado en condiciones control, al añadir 
propanolol al medio durante los 5 últimos minutos de incubación a 15°C, tras el cambio 
a 37°C no observamos la formación de túbulos. En estas condiciones, la proteína 
permaneció acumulada en las estructuras puntiformes engrosadas y de escasa movilidad 
Figura 8. Análisis del transporte de LPP3 en presencia de propanolol. (A). En células COS-7 medimos la 
recuperación de la fluorescencia asociada al Golgi tras fotoblanqueo en condiciones control (paneles superiores y 
magnificaciones de la derecha) y de tratamiento con propanolol (paneles inferiores y magnificaciones de la 
derecha). En las magnificaciones podemos observar un retraso en la recuperación de la fluorescencia asociada al 
Golgi a lo largo del tiempo en las células tratadas con propanolol. (B) Análisis cuantitativo de la recuperación de 
la fluorescencia en el Golgi en las células control y tratadas con propanolol. Cada valor en la escala temporal es el 
resultado porcentual de la ratio entre la fluorescencia del área fotoblanqueada (Golgi) y la fluorescencia del área 
del citoplasma, respecto la ratio de ambos valores (fluorescencia del Golgi y fluorescencia del citoplasma) en los 
momentos previos al bleach. (C) Promedio del porcentaje de fluorescencia que se recupera en las células control y 






que observamos a 15°C (Fig. 9B y película 3). Posteriormente, al retirar el propanolol 
volvieron a formarse túbulos (Fig. 9C y película 4). 
Estos resultados indican que la actividad catalítica de las proteínas de la familia de las 























4. Silenciamiento de la LPP3 y efectos sobre la tubulación del compartimento 
intermedio. 
Teniendo en cuenta la localización a nivel de ERGIC de la LPP3 endógena, y que la 
inhibición de la actividad de las PAP mediante el uso de propanolol dio como resultado 
un bloqueo de la tubulación asociada al compartimento intermedio, nuestro siguiente 
paso fue averiguar si este efecto se debía a una inhibición de la actividad de LPP3. Con 
Figura 9. Inhibición de la tubulación del ERGIC en células tratadas con propanolol. Imágenes obtenidas de las 
películas adjuntas 2, 3 y 4. Células HeLa transfectadas con ERGIC53-GFP se incubaron a 15°C por 1 hora (A) tras 
lo que las pasamos a 37°C iniciando un registro del movimiento de las partículas marcadas con ERGIC53-GFP a 
lo largo del tiempo (A y magnificaciones). En el caso de la células tratadas con propanolol (panel B y 
magnificaciones), la droga se añadió durante los últimos 5 minutos del tiempo de incubación a 15°C, estando 
presente durante todo el tiempo de la grabación. Comparativamente podemos observar una inhibición casi total de 
la tubulación del ERGIC en las células tratadas con propanolol. Tras retirar el propanolol del medio (C y paneles) 





este objetivo silenciamos la expresión de LPP3 en dos líneas celulares distintas: 
Swiss3T3 (silenciamiento por infección lentiviral de shRNAs) y HeLa (silenciamiento 



























En células HeLa, al transfectar individualmente o en combinación 2 secuencias de 
siRNA dirigidas contra la secuencia codificante de la LPP3 humana, obtuvimos un nivel 
de silenciamiento de la proteína del 70% (Fig. 10A y 10B). Como control de 
Figura 10. Silenciamiento de la LPP3. (A) Lisados de células HeLa transfectadas con: a) hLPP3wt-FLAG, b) 
siRNAs inespecíficos (non-traget pool, N-T) o dirigidos contra la LPP3 humana (combinación de oligonucleótidos 
nº6 y nº8) y c ) siRNAs N-T o 6+8 más transfección con la  mLPP3wt-myc. Los lisados se analizaron por immunoblot 
con anticuerpos anti-LPP3, anti-FLAG y anti-myc.(B) Análisis cuantitativo de los niveles de LPP3 en células HeLa 
control (sometidas al protocolo de transfección sin añadir ninguna secuencia de siRNA), transfectadas con siRNAs 
inespecíficos (N-T), transfectadas con los siRNAs de LPP3 nº6 y nº8, y transfectadas con una combinación de ambos 
tras 72 horas de silenciamiento (media ± s.e.m, ***p ≤ 0,001).(C) Células HeLa control y transfectadas con los 
siRNAs de LPP3 (6+8), teñidas con anti-LPP3 tras 72 horas de silenciamiento. En la imagen podemos observar 
cómo la transfección de los siRNAs de LPP3 produce una disminución del marcaje de LPP3. (D) Lisados de células 
swiss3T3 se obtuvieron tras 96 horas de la infectar las células con lentivirus vacíos (control), o conteniendo dos 
secuencias de shRNAs (TCR49 y TCR51) contra la LPP3 y se analizaron por immunoblot con anti-LPP3 (media ± 
s.e.m.***p ≤ 0,001). La cuantificación de los niveles de LPP3 en las diferentes condiciones ensayadas se muestra en 





especificidad de nuestro anticuerpo, utilizamos lisados de células HeLa previamente 
transfectadas con un plásmido codificante de la hLPP3wt unida a un tag FLAG. En la 
figura 10A, se muestra cómo nuestro anticuerpo reconoce la LPP3 ectópicamente 
expresada, obteniendo el mismo patrón de bandas cuando empleamos un anticuerpo 
anti-FLAG. En la misma figura, también vemos cómo la LPP3 endógena disminuye tras 
72 horas de la transfección con los siRNAs. Al analizar el silenciamiento por 
immunocitoquímica, también obtuvimos una disminución general, si bien no completa, 
del marcaje de LPP3 (Fig. 10C). Finalmente, transfectamos una forma murina de LPP3 
(mLPP3-myc) en células HeLa previamente transfectadas con los siRNAs contra la 
secuencia humana de la proteína. Tras 24 horas de expresión, lisamos las células y 
analizamos el contenido de LPP3 por immunoblot con anticuerpos anti-LPP3 y anti-
myc. En la figura 10A mostramos que la transfección de los siRNAs dirigidos contra la 
secuencia humana de LPP3 no afecta a la expresión de la forma murina.   Este resultado, 
por una parte demuestra  la especificidad de los siRNAs empleados, y por la otra  da 
validez a la forma murina de la LPP3 en experimentos de rescate (ver más adelante). 
Respecto al silenciamiento por infección lentiviral de shRNAs en células Swiss3T3, 
obtuvimos resultados similares a los mostrados en células HeLa (Fig. 10D).  
Como primera aproximación al estudio de la función de LPP3 en la regulación de la 
formación de intermediarios de transporte entre el RE y el Golgi,  estudiamos los 
efectos del silenciamiento sobre la tubulación del ERGIC. Para ello, transfectamos  
células HeLa con los siRNAs de LPP3 y como control utilizamos un combinado de 
secuencias de siRNA inespecíficas (non-target pool) o bien células transfectadas sin 
añadir ninguna secuencia de siRNA (“células mock transfectadas”). Las células se 
incubaron  a 15°C durante 30 minutos y luego las pasamos  a 37ºC durante 10 minutos, 
tiempo suficiente para observar la aparición de estructuras tubulares tras liberar el 
bloqueo de temperatura. A continuación, fijamos las células e hicimos 
immunocitoquímica con anticuerpos anti-KDELr. Observamos que las células 
silenciadas presentaban un menor número de estructuras tubulares teñidas con KDELr 
(Fig. 11A, cuantificación en 11B).  
Para comprobar que la inhibición de la tubulación causada por el silenciamiento de 
LPP3, no fuese consecuencia de una alteración en el citoesqueleto de microtúbulos, 





control como en células silenciadas para LPP3.  Ni el silenciamiento de LPP3 ni los 
cambios de temperatura causaron alteraciones significativas en la integridad del 





























Figura 11. El silenciamiento de LPP3 inhibe la tubulación del ERGIC. (A) Células HeLa control y silenciadas para 
LPP3 se incubaron a 15°C durante 30 minutos (a y c) y después a 37°C por 10 minutos (b y d). A continuación se 
fijaron y tiñeron con anti-KDELr. En las magnificaciones de los paneles b y d  podemos ver cómo las células control 
exhiben numerosas estructuras de morfología tubular (ver flechas) que no aparecen en las células 
silenciadas.(B)Análisis cuantitativo del porcentaje de células control (sometidas al protocolo de transfección sin 
añadir siRNAs), transfectadas con los siRNAs inespecíficos (N-T), o transfectadas con los siRNAs de LPP3 (6+8) 
exhibiendo tubulación del ERGIC (media ± s.e.m.,*p ≤ 0,05).(C) Células HeLa control y silenciadas se sometieron al 
mismo protocolo de cambios de temperatura, se fijaron en metanol y se tiñeron con anti-αIII tubulina. No se observan 
diferencias en la integridad del citoesqueleto de microtúbulos entre las células control y las silenciadas, ni tampoco 






Por último, en un estudio anterior realizado en nuestro laboratorio demostramos  que el 
efecto del propanolol en la formación de intermediarios de transporte, está directamente 
relacionado con una disminución del contenido de DAG en el Golgi (Fernández-
Ulibarri et al., 2007). Los efectos del propanolol  pueden revertirse añadiendo 
exógenamente un análogo de DAG (2-dioctanoil-sn-glicerol (DOG)), cuya estructura de 
ácidos grasos de cadena corta permite su internalización hasta compartimentos de 
membrana intracelulares. Profundizando en la relación entre la actividad catalítica de 
LPP3 y su función en el ERGIC, repetimos el experimento de tubulación en células 
control y silenciadas,  pero añadiendo  DOG durante los 10 últimos minutos de 
incubación a 15°C. La adición de DOG en las células silenciadas produjo un incremento 
significativo de la tubulación asociada al ERGIC (Fig. 12). Este resultado permite 
establecer una conexión entre los efectos del silenciamiento y la actividad catalítica de 
LPP3, más concretamente con su función en  la regulación del metabolismo del DAG.  
A modo de resumen, el conjunto de estos resultados indica que la LPP3 participa en la 












5. La LPP3 no está implicada en el transporte anterógrado entre el RE y el Golgi 
Nuestro siguiente paso fue examinar si la inhibición de la tubulación del compartimento 
intermedio causada por el silenciamiento de LPP3 conllevaba algún tipo de  alteración 
en el tráfico anterógrado entre el RE y el Golgi. Con este objetivo  utilizamos  dos 
marcadores ampliamente empleados en estudios de transporte en la vía secretora: la 
Figura 12. El DOG revierte los efectos del silenciamiento de LPP3 sobre la tubulación del ERGIC. Células HeLa 
control y silenciadas con los siRNAs de LPP3 se incubaron a 15°C durante 30 minutos, añadiendo en los últimos 5 
minutos del tiempo de incubación DOG. A continuación se pasaron a 37°C por 10 minutos, se fijaron y se tiñeron con 
anti-KDELr. La adición de DOG incrementa el porcentaje de células silenciadas mostrando tubulación del ERGIC 





proteína transmembrana VSV-G y la proteína luminal ssDsRed  (soluble signal 
sequence-tagged DsRed). Células HeLa constitutivamente expresando la proteína VSV-
G unida a GFP, control y silenciadas para LPP3, se incubaron  a 40°C durante toda la 
noche para acumular el VSV-G en el RE. A continuación incubamos las células a 32°C, 
obtuvimos lisados de las células control y silenciadas tras diferentes tiempos y los 
sometimos a un test de resistencia a la enzima Endo H. En este ensayo, las proteínas que 
llegan al Golgi y completan su glicosilación presentan resistencia a EndoH y una menor 
movilidad electroforética, mientras que las proteínas que no alcanzan el Golgi y por 
tanto no finalizan su glicosilación son sensibles a la acción de la EndoH y presentan 
mayor movilidad electroforética. En la figura 13 podemos ver cómo la dinámica de 
adquisición de resistencia a EndoH se produjo al mismo tiempo en la células control y 
en las silenciadas, lo que es demostrativo de que el silenciamiento de LPP3 no impide el 









En nuestro segundo ensayo, cotransfectamos células HeLa control y silenciadas con 
plásmidos codificando las proteínas ssDsRed y ERGIC53-GFP. Sincronizamos el 
transporte del ssDsRed desde el ERGIC incubando las células durante 2 horas a 15°C. 
Tanto en células control como en las  silenciadas pudimos observar el ssDsRed 
acumulado en estructuras puntiformes citoplasmáticas. Por el contrario, al pasar las 
células a 37°C, se produjo una disminución de estructuras puntiformes, aumentando 
paralelamente el marcaje en el Golgi (Fig. 14A). Medimos el porcentaje de 
Figura 13. El silenciamiento de LPP3 no afecta el transporte 
anterógrado entre el RE y el Golgi del VSV-G. Células HeLa 
establemente expresando la proteína VSV-G-GFP control y 
silenciadas para LPP3 se incubaron a 40°C durante las últimas 
24 horas del protocolo de silenciamiento. A continuación las 
células se incubaron a 33°C en presencia de cicloheximida y 
obtuvimos lisados celulares tras diferentes tiempos del cambio 
de temperatura. Cada lisado se sometió al protocolo de 
digestión por la enzima EndoH, tras lo que procesamos las 
muestras por immunoblot con anti-GFP. En la figura podemos 
observar cómo el ratio entre la fracción de VSV-G-GFP 
resistente a EndoH respecto la proteína total no varía entre las 
células control y las silenciadas a los diferentes tiempos 





colocalización del ssDsRed con ERGIC53-GFP respecto al marcaje total de ssDsRed 
(excluyendo el área del Golgi), pero no hubo diferencias entre las células control y las 
silenciadas (Fig. 14D). Sin embargo, el porcentaje de colocalización de ERGIC53-GFP 
con el ssDsRed respecto al marcaje total de ERGIC53-GFP (exceptuando el área 
perinuclear correspondiente al Golgi) fue significativamente superior en las células 
silenciadas (Fig. 14B, paneles e y f y magnificaciones; cuantificación en Fig. 14C). Este 
resultado se correlacionaba con una disminución del número de estructuras puntiformes 
marcadas con ERGIC53-GFP así como con un incremento de su diámetro medio, 
sugiriendo que de la depleción de LPP3 induce un cambio en la morfología del 
















(B) Imágenes representativas de la distribución de ssDsRed en relación a ERGIC53-GFP en células control y 
silenciadas. En los paneles c y d destaca una disminución del número de estructuras puntiformes marcadas con 
ERGIC53-GFP en las células silenciadas siendo éstas de mayor tamaño. En los paneles e y f destaca un incremento de la 
colocalización de ERGIC53-GFP con el ssDsRed (ver magnificaciones de la región encuadrada), sin embargo en ambos 
casos el marcaje de ssDdRed se encuentra mayoritariamente fuera del ERGIC.(C) Porcentaje de colocalización de 
ERGIC53-GFP respecto ssDsRed. (D) Porcentaje de colocalización de ssDsRed respecto ERGIC53-GFP. (E) Densidad 
de estructuras puntiformes de ERGIC53-GFP.  (F) Diámetro promedio de las estructuras puntiformes marcadas con 
ERGIC53-GFP. Las gráficas C, E y F muestran que el silenciamiento de LPP3 causa un incremento de la colocalización 
de ERGIC53-GFP con ssDsRed que se acompaña con una disminución del número de estructuras puntiformes y un 
incremento de su diámetro promedio. Sin embargo, el porcentaje de colocalización de ssDsRed con ERGIC53-GFP no 
muestra variaciones (F), indicativo de que el ssDsRed abandona el ERGIC a una dinámica similar en las células control 
y silenciadas. Media ±s.e.m., *p ≤ 0,05. Barras, 10μm 
Figura 14. El silenciamiento de LPP3 
altera la morfología del ERGIC sin 
impedir la salida de cargo del ERGIC 
al Golgi. (A). Células HeLa control y 
silenciadas para LPP3 se 
cotransfectaron con los plásmidos 
codificando la proteína secretora 
ssDsRed y la proteína ERGIC53-GFP 
durante las últimas 24 horas del 
protocolo de silenciamiento. Las células 
se incubaron a 15°C por 2 horas y 
luego se pasaron a 37°C por 20 
minutos. (A) Tras la incubación a 15°C 
el patrón de marcaje del ssDsRed se 
encuentra principalmente en el Golgi, 
así como en estructuras puntiformes 
citoplasmáticas.  Tras el cambio de 
temperatura observamos una 



















A modo de confirmación, medimos en condiciones fisiológicas (es decir, sin 
manipulación de temperatura) la densidad de estructuras puntiformes del compartimento 
intermedio  en células control y  silenciadas. De acuerdo con los resultados previos, se 
produjo una disminución de la densidad de estructuras puntiformes marcadas con el 
KDELr en las células silenciadas (Fig. 15). 
En referencia a este resultado, se ha descrito que el silenciamiento de algunas proteínas 
que actúan como receptores transmembrana en el compartimento intermedio impide el 
reclutamiento de β-COP, causando alteraciones morfológicas en el ERGIC similares a 
las aquí descritas, es decir, disminución del número de estructuras puntiformes 
(Mitrovic et al., 2008). En base a esto, examinamos la distribución de β-COP en células 
HeLa control y silenciadas para LPP3. Ni la incubación a 15°C (1h), ni el paso de las 
células a 37°C  (10 minutos), produjo diferencia alguna en cuanto  a la localización de 
β-COPI en el ERGIC y el Golgi (Fig. 16).  
Figura 15. La densidad de partículas del KDELr disminuye al silenciar LPP3. Células  HeLa control y 
silenciadas para LPP3 se fijaron y tiñeron con anti-KDELr. En la figura mostramos cómo en condiciones basales 
las células silenciadas para LPP3 presentan una disminución de la densidad de estructuras puntiformes (número 






El conjunto de estos resultados indica que la LPP3 participa en el mantenimiento de la 
estructura y la formación de intermediarios de transporte desde el ERGIC, pero no en el 











6. La LPP3 participa en el transporte retrógrado del Golgi al RE 
Una vez caracterizado el papel de la LPP3 en las etapas más tempranas de la vía 
secretora, y basándonos en la localización parcial de la LPP3 endógena y 
sobreexpresada a nivel del Golgi, pasamos a estudiar la función de la LPP3 en la 
estructura del Golgi así como en la formación de intermediarios de transporte del Golgi 
al RE (transporte retrógrado). 
Al igual que hicimos en el estudio sobre el ERGIC, analizamos en primer lugar la 
tubulación del Golgi. Se ha publicado que la incubación de las células a 15°C induce la 
formación de estructuras tubulares desde el Golgi estando enriquecidas en proteínas Rab 
(Rab6) y SNAREs (Gos28 y GS15) (Martinez-Alonso et al., 2007). Células Hela que 
expresaban niveles moderados de la proteína de fusión Rab6-GFP  se incubaron a 15°C 
por espacio de 1 hora. Tras este tiempo, pasamos las células a 37°C e iniciamos una 
grabación del Rab6-GFP por microscopía confocal in vivo. Justo en los instantes 
Figura 16. El silenciamiento de LPP3 no 
produce alteraciones en el reclutamiento 
del COPI.  Células HeLa control y 
silenciadas para LPP3 se incubaron a 15°C 
por 1 hora y seguidamente a 37°C por 10 
minutos. Las células se fijaron en metanol a 
y se tiñeron con anti-βCOPI. Podemos 
observar cómo no existen diferencias 
aparentes en la distribución del βCOPI a 
nivel del Golgi ni de las estructuras 
puntiformes correspondientes al ERGIC 
entre las células control y silenciadas. 
Igualmente, no observamos diferencias 
entre las diferentes temperaturas de 





iniciales tras el cambio de temperatura, pudimos ver estructuras tubulares y puntiformes 
de Rab6-GFP tanto en el citoplasma como asociadas al Golgi. La mayor parte de los 
túbulos iniciales se fisionaron rápidamente tras el cambio de temperatura, dando lugar a 
la formación de intermediarios de transporte de morfología vesicular. A lo largo del 
tiempo de grabación, observamos la salida de nuevas vesículas desde el Golgi,  la 
mayor parte dirigidas principalmente hacia la periferia de la membrana, en donde se ha 
descrito que se produce su entrada en el RE (White et al., 1999) (Fig. 17 y película 5). 
Al añadir propanolol justo en el momento de efectuar el cambio de temperatura, 
pudimos ver una disminución notable de la salida de vesículas de Rab6-GFP desde el 






















Figura 17. El propanolol altera la formación de intermediarios de transporte Rab6.  Imágenes extraídas de la 
película 5. Células HeLa establemente transfectadas con Rab6-GFP se incubaron a 15°C por 1 hora, tras lo cual 
iniciamos un registro de la formación y movimiento de los intermediarios de transporte marcados con Rab6-GFP 
en condiciones control (panel de la izquierda y magnificaciones debajo) y de tratamiento con propanolol (panel de 
la derecha y magnificaciones debajo). Las flechas de las imágenes correspondientes a la secuencia temporal 
señalan intermediarios de transporte saliendo del Golgi. En las células tratadas con propanolol podemos observar 
cómo las estructuras tubulares adquieren una mayor longitud que en las células control, tardando más en 





A continuación estudiamos si el silenciamiento de LPP3 podía afectar a la formación de 
intermediarios de transporte de Rab6. Siguiendo el mismo protocolo, células HeLa que 
expresaban constitutivamente Rab6-GFP, control y silenciadas, se incubaron a 15°C 
para acumular vesículas y túbulos marcados con Rab6-GFP en el citoplasma. Tras este 
periodo de incubación, no observamos  diferencias aparentes entre las células control y 
las silenciadas (Fig. 18A, paneles a y c). Sin embargo, tras pasar las células nuevamente 
a 37°C,  las células silenciadas presentaron una menor densidad de partículas Rab6-GFP 
(vesículas y túbulos) en el citoplasma (Fig. 18B), un menor  número de túbulos por 
célula (Fig. 18C) y un incremento de la longitud promedio de dichos túbulos (Fig. 
18D). El conjunto de estos resultados es indicativo de que la LPP3 participa en la 














Para comprobar esta hipótesis estudiamos el tráfico del Golgi al RE de una proteína 
cuyo transporte retrógrado es dependiente de Rab6: la subunidad B de la Shiga toxin 
Figura 18. El silenciamiento de LPP3 
disminuye la formación de intermediarios 
de transporte Rab6. (A) Células HeLa 
establemente expresando Rab6-GFP 
control y silenciadas para LPP3 se 
incubaron a 15°C por 1 hora (paneles a y c) 
y se pasaron a 37°C por 10 minutos 
(paneles b y d). Las cuantificaciones que 
aparecen en  B, C y D corresponden a los 
10 minutos de incubación a 37°C. (B) 
Número de intermediarios de transporte 
marcados con Rab6-GFP en las células 
silenciadas respecto las células control. (C) 
Cuantificación del número de túbulos de 
Rab6-GFP por célula. (D) Longitud 
promedio de los túbulos de Rab6-GFP. 
Colectivamente las células silenciadas 
presentan un número inferior de partículas 
Rab-6 (B) y  del número de túbulos (C), 
acompañado de un incremento  de la 
longitud de éstos (D). Media ±  s.e.m., *p ≤ 





unida al fluoróforo Cy3 (STxB-Cy3). Células HeLa Rab6-GFP control y silenciadas se 
incubaron a 4° C con la STxB-Cy3 (Fig. 19A, paneles a y d), permitiendo la unión de la 
toxina a su receptor de membrana (el glicoesfingolípido Gb3). Tras retirar la toxina no 
unida a membrana reemplazando el medio, pasamos las células a 37°C durante 2 horas, 
tiempo suficiente para que se produjese la llegada de la STxB-Cy3 al Golgi. En la 
figura 19A (paneles b y e) mostramos que la internalización hasta el Golgi se produjo 
de forma simultánea en las células control y las silenciadas. A continuación incubamos 
las células a 15°C por espacio de 1 hora, sincronizando el transporte de la STxB-Cy3 
entre el Golgi y el RE. En este punto pudimos ver un cambio en la distribución de la 
STxB,  que pasó a verse tanto en el Golgi como en estructuras vesiculares distribuidas 
por el citoplasma (Fig. 19A, c y f). Tras pasar  a 37°C, en las células control 
observamos una rápida desaparición del marcaje en vesículas,  al tiempo que 
observamos la aparición de un marcaje de RE (evidente por la tinción de la envoltura 
nuclear) (Fig. 19B, panel a).Sin embrago, en las células silenciadas la localización de la 
STxB-Cy3 en el RE fue significativamente inferior, y en la mayoría de las células la 
STxB-Cy3 permaneció retenida en el Golgi y en las estructuras vesiculares formadas 
tras la incubación a 15°C (Fig. 19B, panel c, cuantificación en 19C). También resulta 
interesante que en las células control en ocasiones observamos colocalización de Rab6-
GFP con la STxB en intermediarios de transporte (vesículas y túbulos), especialmente 
en regiones próximas a la periferia celular (Fig. 19B, panel b). Sin embargo, en las 
células silenciadas, en concordancia con la disminución de vesículas y túbulos Rab6-
GFP positivos (Fig. 18B), la mayor parte de las estructuras vesiculares marcadas con 
STxB mostraron un bajo nivel de colocalización  con Rab6-GFP (Fig. 19B, panel d). 
Para  comprobar que los defectos en el transporte dependiente de Rab6 no eran 
inespecíficos, al cabo de 48h de haber transfectado con los siRNAs de LPP3, las células 
se transfectaron de nuevo con un  plásmido codificante para la forma murina de la LPP3 
(mLPP3wt-myc). Ya mostramos anteriormente que la expresión de la mLPP3wt-myc no 
se veía afectada por los siRNAs contra la forma humana (Fig. 10A). Tras 72 horas de 
silenciamiento  (las últimas 20 horas expresando la mLPP3-myc) sometimos a las 
células al protocolo de internalización de la STxB empleado anteriormente, y vimos que 
la sobreexpresión de mLPP3-myc  rescataba el defecto en el transporte hasta el RE de la 





























El conjunto de estos resultados indica que la LPP3 regula el transporte de Golgi a RE 
Rab6-dependiente. 
Figura 19. El silenciamiento de LPP3 retrasa el transporte retrógrado del Golgi al RE de la STxB. (A) Células 
HeLa establemente expresando Rab6-GFP control y silenciadas para LPP3 se incubaron a 4°C por 15 minutos en 
presencia de la STxB-cy3 (a y d). Tras este tiempo retiramos el medio con la toxina, lo reemplazamos por DMEM 
fresco, e incubamos las células a 37°C por 2 horas (b y d) seguido de 1 hora a 15°C (e y f). A este tiempo no 
observamos diferencias en la distribución subcelular de la STxB  entre las células control y las silenciadas. (B) 
Tras la incubación a 15°C, las células se incubaron nuevamente a 37°C por 10 minutos. A este tiempo observamos 
una mayor proporción de células control exhibiendo localización de la STxB en el RE (panel a, las flechas señalan 
el marcaje de envoltura nuclear propio de las proteínas de RE) respecto las células silenciadas (panel b). Por otra 
parte, en las células control pudimos observar una mayor colocalización de la STxB con rab6-GFP (panel b y 
magnificaciones de la derecha) en comparación con las células silenciadas (panel d y magnificaciones de la 
derecha). (C) Cuantificación del porcentaje de células control y silenciadas mostrando llegada de la STxB-cy3 al 
RE. Media ± s.e.m., *p ≤ 0,05. Barras, 10μm. 
Figura 20. Rescate de los efectos del silenciamiento de la LPP3 sobre el transporte de la STxB por la 
sobreexpresión de mLPP3wt-myc. Células  HeLa silenciadas para LPP3 se transfectaron con un plásmido 
codificando la forma murina de LPP3 (mLPP3wt-myc) durante las últimas 24 horas del protocolo de silenciamiento. 
Al cabo de 20-24 horas las células se sometieron al mismo protocolo de internalización de la STxB especificado en la 
figura 19. En la figura se muestra la distribución de la StxB en células silenciadas sobreexpresando (asteriscos) o no 
(flecha) la mLPP3wt-myc. Podemos observar cómo en las células que expresan la mLPP3wt-myc la STxB-cy3 
presenta una distribución de RE, mientras que en la célula contigua que no sobreexpresa la mLPP3wt-myc, la STxB-





7. La sobreexpresión de un mutante catalíticamente inactivo de LPP3 reproduce 
los efectos del silenciamiento de LPP3 sobre el tráfico Rab6-dependiente. 
Nuestro siguiente paso consistió en examinar si la expresión de la forma silvestre de 
LPP3 (LPP3wt) o del mutante catalíticamente inactivo  (LPP3S197T) causaban 
alteraciones en el transporte entre el Golgi y el RE. En primer lugar estudiamos la 
formación de intermediarios de transporte Rab6. Con este propósito, cotransfectamos 
células Hela con el plásmido Rab6-myc, conjuntamente con la hLPP3wt-GFP. El 
análisis de la distribución de ambos marcadores reveló un alto grado de colocalización 
tanto a nivel del Golgi, así como en estructuras de tipo vesicular y en la membrana 
plasmática (Fig.  21A). Se ha publicado que Rab6 participa además de en el transporte 
del Golgi a RE, en el del Golgi a la membrana plasmática (Grigoriev et. al., 2007 y 
2011, White et al., 1999). Para determinar si una parte de la colocalización de LPP3 y 
Rab6 se encontraba en intermediarios de transporte dirigidos al RE, utilizamos la STxB. 
A un tiempo en que la STxB ya ha alcanzado el Golgi y se dirige hacia el RE, pudimos 













Figura 21. Colocalización de la 
hLPP3wt-GFP con Rab6 y la STxB. 
(A) Células HeLa  se cotransfectaron 
con la hLPP3wt-GFP y Rab6-myc y 
tras aproximadamente 20 horas se 
fijaron y tiñeron con anti-myc. En la 
imagen podemos ver cómo LPP3 y 
Rab6 colocalizan en el Golgi, en 
regiones de la membrana plasmática y 
en estructuras de morfología vesicular 
(señaladas por las puntas de flecha en 
las magnificaciones).  
(B) Células HeLa transfectadas con hLPP3wt-GFP se incubaron por 15 minutos a 4°C en presencia de la STxB, 
tras lo cual las células se incubaron 2 horas a 37°C y 1 hora a 15°C. En las imágenes podemos observar 
colocalización de la hLPP3wt-GFP con la STxB-cy3 en estructuras de tipo vesicular (puntas de flecha), sin 
embargo también observamos vesículas marcadas con hLPP3wt-GFP en las que no hay colocalización con la 





Este resultado demuestra que al menos una parte de las vesículas que contienen Rab6 y 
LPP3 se dirigen hacia el RE. Es importante remarcar que esta colocalización a nivel del 
Golgi sólo se observó en células que presentaban niveles medios /bajos de expresión de 
Rab6. Las células con altos niveles de expresión, por el contrario, mostraron una 
localización de Rab6 casi exclusiva en el RE (Fig. 22A, paneles a y c). Ello coincide 
con lo publicado sobre el efecto equivalente al de la brefeldina A cuando se 
sobreexpresa la forma silvestre de Rab6 o también la constitutivamente activa (Rab6-
GTP) (Martínez et. al., 1997). Al sobreexpresar conjuntamente con Rab6 el mutante 
catalíticamente inactivo de LPP3, se redujo significativamente el porcentaje de células 















Figura 22. La sobreexpresión de la 
hLPP3S197T-GFP inhibe la 
relocalización de Rab6-myc al RE. 
(A) Células HeLa se cotransfectaron 
con la hLPP3wt-GFP (paneles 
superiores) o hLPP3S197T-GFP 
(paneles inferiores) más Rab6-myc. 
Tras 20 horas de expresión las 
células se fijaron y tiñeron con anti-
myc. En las imágenes mostramos 
colocalización en el RE de la 
hLPP3wt-GFP y Rab6-myc en 
células con elevados niveles de 
expresión de Rab6. Contrariamente, 
no observamos esta redistribución 
de Rab6 al RE en aquellas células 
que conjuntamente con Rab6 
expresan la hLPP3S197T-GFP. (B) 
Cuantificación del porcentaje de 
célula transfectadas con Rab6-myc, 
hLPP3wt-GFP más Rab6-myc o 
hLPP3S197T-GFP más Rab6-myc, 
mostrando Rab6 exclusivamente en 
el RE o bien en el Golgi y el RE. 





A continuación examinamos si este bloqueo de la redistribución de Rab6 al RE en las 
células que expresaban la LPP3S197T, se debía a una inhibición del transporte 
retrógrado de Rab6. Con este propósito, estudiamos la dinámica de llegada al RE de la 
STxB en células sobreexpresando las formas silvestre y mutante de LPP3. 
Transfectamos células COS-7 con la hLPP3wt-GFP o la hLPP3S197T-GFP y las 
sometimos al protocolo de internalización de la STxB. En la figura 23A, vemos 
colocalización en el RE de la STxB con la hLPP3wt-GFP, pero no con la  

















Figura 23. La sobreexpresión de 
hLPP3S197T-GFP retrasa el transporte de 
la STxB del Golgi al RE. (A) Células COS-7 
se cotransfectaron  con hLPP3wt-GFP o 
hLPP3S197T-GFP más un plásmido 
codificante para la Gb3-sintasa. Tras 
aproximadamente 20 horas de expresión las 
células se incubaron a 4°C por 30 minutos 
en presencia de la STxB. Tras retirar la 
toxina del medio las células se incubaron a 
37°C por 2 horas, seguido de 1 hora a 15°C 
y una hora más a 37°C. Las imágenes 
muestran cómo a este tiempo en las células 
que sobreexpresan la hLPP3wt-GFP la StxB 
se encuentra localizada en el RE, sin 
embargo en las células que sobreexpresan la 
hLPP3S197T-GFP la STxB se encuentra 
distribuida entre el Golgi y estructuras de 
tipo vesicular. (B) En la gráfica, el nivel de 
localización de la STxB en el RE se calculó 
como el promedio de la diferencia entre los 
valores de intensidad de STxB respecto 
LPP3wt-GFP y LPP3S197T-GFP a lo largo 
de líneas trazadas aleatoriamente sobre el 
marcaje reticular de LPP3wt-GFP y 
LPP3S197T-GFP. A mayor solapamiento de 
ambos marcajes, menor diferencia respecto 
los valores de intensidad de cada marcador. 





Estos resultados demuestran que la LPP3 se asocia con Rab6 en  intermediarios de 
transporte, parte de los cuales están dirigidos del Golgi al RE. Por otro lado, la 
sobreexpresión del mutante catalíticamente inactivo de LPP3, reproduce los defectos 
sobre el transporte retrógrado dependiente de Rab6 obtenidos tras silenciar LPP3.  
8. El silenciamiento de la LPP3 produce alteraciones en la ultraestructura del 
Golgi 
A continuación analizamos si las alteraciones funcionales descritas se correlacionaban 
con algún de tipo de alteración a nivel de la ultraestructura del Golgi. Con este objetivo, 
silenciamos la LPP3 en células swiss3T3 por infección lentiviral de shRNAs. Al cabo 
de 96 horas, fijamos las células y las observamos por microscopía electrónica. A 
diferencia de las células control (Fig. 24A), las células silenciadas mostraron una cierta 
dilatación de las cisternas de Golgi acompañada de un incremento del número de 
perfiles vesiculares, algunos en proceso incompleto de fisión (Fig. 23B-C). De forma 
significativa, algunas de estas estructuras vesiculares mostraron una cubierta de material 
















Figura 24. El silenciamiento de LPP3 causa 
alteraciones en la ultraestructura del Golgi. 
Células swiss3T3 control (infectadas con lentivirus 
vacíos)  y silenciadas para LPP3 (infectadas con 
lentivirus conteniendo los shRNAs de LPP3) se 
fijaron y analizaron por microscopía electrónica 
tras 96 horas del protocolo de infección lentiviral. 
(A) Apariencia del Golgi en células control. 
Observamos la característica morfología de 
cisternas aplanadas (B-D) En las células 
silenciadas observamos un incremento notable de 
perfiles vesiculares en la proximidad de cisternas 
de Golgi engrosadas (ver círculos en B) .En (D) 
observamos una magnificación del área 
encuadrada en (C). Las flechas señalan la 
presencia de vesículas en proceso de gemación de 
la parte lateral de las cisternas. Observamos que 
algunas están cubiertas de un material 






Esta observación hizo que nos planteásemos si tal y como sucede con el transporte 
retrógrado dependiente de Rab6, el transporte dependiente del coatómero (COP-I) podía 
verse igualmente alterado tras el silenciamiento de LPP3. Para analizar esta hipótesis 
monitorizamos el transporte de la STxB que contiene en su COOH la secuencia KDEL. 
Dicha secuencia permite la interacción de las proteínas con el receptor de KDEL en el 
Golgi, tras lo que son transportadas al RE en vesículas COP-I. Células Swiss3T3 control 
y silenciadas con los shRNAs de LPP3 se incubaron con la STxB-KDEL-Cy3 a 19°C 
para bloquear el transporte desde los endosomas tempranos (Fig. 25A-J). A 
continuación, cambiamos las células a 37°C y las fijamos a diferentes tiempos para 
evaluar la llegada de la STxB-Cy3 hasta el RE. En la figura 25 (paneles E-P, y gráfica), 
observamos que en las células silenciadas se produjo un retraso en el transporte de la 
STxB-KDEL-Cy3 desde el Golgi, indicativo de que la LPP3 también regula el 




















Figura 25. El silenciamiento de LPP3 
causa un retraso en el transporte 
retrógrado de la STxB-KDEL  de Golgi a 
RE. Células siss3T3 control y silenciadas 
se incubaron con la STxB-KDEL-cy3 a 
19°C por 3 horas. La localización de la 
STxB-KDEL-cy3 en este compartimento 
se determinó haciendo ICC con anti-
EEA1 (A, B, I, J). Seguidamente las 
células se incubaron a 37°C por 
diferentes tiempos, tras lo que se fijaron  
y procesaron por ICC con anti-giantina 
(C-H, K-P). Podemos observar cómo  tras 
4 y 6 horas de efectuar el cambio de 
temperatura a 37°C en las células control  
la STxB-KDEL-cy3 ha llegado al RE, 
mientras en las células silenciadas 
todavía la vemos asociada al Golgi. En la 
gráfica se muestra el porcentaje de 
células control y silenciadas presentado 
STxB-KDEL-cy3 en el RE a diferentes 
tiempos de internalización. Media ± 





Colectivamente estos resultados indican que la LPP3 es necesaria para el correcto 
mantenimiento de la estructura y funcionalidad del aparato de Golgi, regulando la 
formación de intermediarios de transporte COP-I y Rab6 dependientes, y por tanto, el 
transporte retrógrado de cargo del Golgi al RE.  
 
9. Relación entre el DAG y la tubulación del Golgi y alteraciones en la homeostasis 
del DAG en células silenciadas para LPP3 
Una vez determinados los efectos del silenciamiento de la LPP3 en la funcionalidad y 
morfología del ERGIC y el Golgi, y habiendo establecido una relación entre la actividad 
catalítica de LPP3 y sus efectos en el transporte (reproduciéndolos al tratar las células 
con propanolol y mediante la sobreexpresión de una forma catalíticamente inactiva de la 
proteína), nos planteamos estudiar si existía una conexión directa entre el conjunto de 
las alteraciones morfológicas y funcionales descritas y la síntesis de DAG dependiente 
de LPP3. 
Como primera aproximación, estudiamos la relación entre el DAG y  el transporte 
retrógrado dependiente de Rab6. Para ello transfectamos células HeLa con el dominio 
C1b de PKCθ unido a GFP, caracterizado en estudios previos como sensor de los 
niveles de  DAG en el Golgi (Carrasco y Mérida, 2004; Fernandez-Ulibarri et al., 2007) 
y las sometimos al protocolo de internalización de la STxB descrito anteriormente: 2 
horas de internalización a 37°C, seguido de 1 hora de incubación a 15°C para observar 
la formación de intermediarios de transporte entre el Golgi y el RE. A este tiempo 
iniciamos una grabación in vivo de las células presentando doble marcaje de STxB y el 
dominio C1.Tras la incubación a 15°C observamos numerosos túbulos formados desde 
el Golgi y teñidos con el dominio C1 y con la STxB. También vimos colocalización de 
ambos marcadores en vesículas próximas al RE (Fig. 26 y película 6). Estos resultados 
demuestran que los túbulos de Rab6 con dirección al RE contienen DAG, de lo que 
hablaremos con mayor profundidad en el apartado de discusión. 
A continuación utilizamos el dominio C1b de PKCθ para evaluar si el silenciamiento de 
LPP3 se correlacionaba con una disminución de los niveles de DAG en el Golgi. 
Células swiss3T3 control y silenciadas para la expresión de LPP3 se transfectaron con 






























silenciadas presentaron una disminución notable de la intensidad de fluorescencia 
correspondiente al dominio C1 en el Golgi. 
Finalmente nos planteamos estudiar a nivel bioquímico los efectos del silenciamiento 
sobre la homeostasis del DAG. Con este objetivo células HeLa control y silenciadas 
para la expresión de LPP3 se incubaron  en presencia de [C14]acetato durante las últimas 
24 horas del protocolo de silenciamiento.  Al día siguiente, lisamos las células y  
analizamos el contenido de fosfolípidos y lípidos neutros  por cromatografía de capa 
fina (TLC). Como podemos ver en la figura 28 tanto el nivel de los principales  
Figura 26. Colocalización de la STxB con el dominio C1b de PKCθ en intermediarios de transporte dirigidos al 
RE. Imágenes extraídas de la película 6. Células HeLa expresando PKCθ-C1b-GFP se incubaron en presencia de la 
STxB-cy3 a 4°C por 30 minutos, tras lo cual, la toxina fue retirada del medio y las células se incubaron a 37°C por 
2 horas, seguido de 1 hora a 15°C. En este momento se inició una grabación a 37°C registrando simultáneamente el 
marcaje de PKCθC1b-GFP y STxB-cy3. En la imagen podemos observar cómo existe colocalización entre la STxB-
cy3 y la PKCθC1b-GFP a nivel del Golgi y en las estructuras tubulares originadas durante el periodo de incubación 
a 15°C. En la parte inferior de la imagen mostramos magnificaciones de las regiones encuadradas, en las que se 
observa colocalización de la STxB-cy3 y la PKCθC1b-GFP en estructuras de tipo vesicular en estrecha asociación a 





























fosfolípidos (fosfatidilcolina, PC; fosfatidilserina, PS; fosfatidiletanolamina; PE, 
esfingomielina, SM, fosfatidilinositol; PI y ácido fosfatídico; PA) como el nivel de 
lípidos neutros (suma de diacilglicerol, DAG; triacilglicerol, TAG y colesterol, Chol), 
expresado como marcaje por microgramo de proteína, experimentó un descenso 
significativo en las células silenciadas respecto las células control. Por otra parte, al 
expresar los niveles de los diferentes fosfolípidos como porcentaje respecto al total de 
fosfolípidos, las cantidades relativas de cada una de las especies moleculares analizadas 
no experimentaron ninguna variación.  
Figura 27. El silenciamiento de LPP3 causa una disociación del dominio C1b de PKCθ del Golgi. Células 
sxwis3T3 control y silenciadas para LPP3 se transfectaron con PKCθ-C1b-GFP las últimas 24 horas del protocolo 
de silenciamiento. Tras aproximadamente 16-17 horas de expresión las células se fijaron y procesaron por ICC con 
anti-GM130. En las imágenes podemos observar una disminución en la intensidad del marcaje correspondiente al 

























Contrariamente, al cuantificar el porcentaje relativo de DAG y TAG respecto el marcaje 
total de lípidos neutros, observamos un notable descenso en las células silenciadas, 
indicando que la formación de DAG a través de la vía de síntesis de novo  (la que refleja 
la incorporación de acetato) se encuentra disminuida  por el silenciamiento de LPP3. De 
forma consistente con este resultado medimos un incremento en el porcentaje de PA 
respecto al total de fosfolípidos. Estos resultados demuestran que el silenciamiento de 
LPP3 disminuye la síntesis de novo de DAG 
Finalmente, para estudiar si esta reducción en la síntesis de novo de fosfolípidos se veía 
compensada por un incremento en las vías de reciclaje, examinamos la incorporación de 
[P32] ácido ortofosfórico. Los resultados obtenidos muestran que el marcaje de los 
principales fosfolípidos no varía en las células silenciadas respecto las control, 
Figura 28. El silenciamiento de LPP3 reduce la síntesis de novo de fosofolípidos y lípidos neutros. Células HeLa 
control y silenciadas se incubaron con  [14C]-actetato las últimas 24 horas del protocolo de silenciamiento. Los 
lípidos fueron extraídos, separados por TLC y cuantificamos la señal radioactiva. En las células silenciadas 
observamos una disminución general del marcaje de los principales fosfolípidos (PE, fosfatidiletanolamia; PC, 
fosfatidilcolina; SM, esfingomielina; PI, fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina) normalizado por microgramo de 
proteína. Por otra parte, los niveles relativos de las diferentes especies de fosfolípidos no variaron al ser expresados 
como porcentaje respecto el total de fosofolípidos. En relación al marcaje de lípidos neutros, en las células 
silenciadas  también obtuvimos una disminución en la cantidad de lípidos neutros (colesterol, diacilglicerol y 
triacilglicerol) por microcramo de proteína. Sin embargo, en las células silenciadas los niveles relativos de DAG y 
TAG respecto el total de lípidos neutros se encuentra significativamente disminuido respecto las células control. 





manteniéndose el porcentaje relativo de las diferentes especies moleculares de 











A modo de resumen, estos resultados indican que existe una asociación entre el DAG y 
los intermediarios de transporte que median el transporte retrógrado de la STxB, y que 
el silenciamiento de LPP3 se correlaciona con una disminución de los niveles de DAG 
en el Golgi. Por otra parte, si bien el silenciamiento de LPP3 causa una reducción en la 
síntesis de novo de lípidos, las vías de reciclaje permiten mantener los niveles de 
fosfolípidos en cantidades equivalentes a las de las células control, descartando por 
tanto, que los efectos funcionales relacionados con el silenciamiento de LPP3 sean 
consecuencia de una reducción generalizada del contenido celular de fosfolípidos. 
Figura 29. Los niveles de los principales 
fosfolípidos marcados con [32P] no varían 
en las células silenciadas. Células HeLa 
control y silenciadas se incubaron con  
[32P] las últimas 24 horas del protocolo de 
silenciamiento. Los lípidos fueron extraídos, 
separados por TLC y cuantificamos la señal 
radioactiva. La cuantificación de los 
principales grupos de fosfolípidos por 
microgramo de proteína (PE, 
fosfatidiletanolamia; PC, fosfatidilcolina; 
SM, esfingomielina; PI, fosfatidilinositol; 
PS, fosfatidilserina) no reveló diferencias 
entre las células control y las silenciadas. 
Tampoco observamos diferencias en los 
niveles relativos de los diferentes 
fosfolípidos expresados como porcentaje 
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1. Efectos del propanolol en la internalización de transferrina y EGF. 
Como primera aproximación, realizamos experimentos de time-lapse utilizando 
microscopía TIRF, siguiendo simultáneamente la endocitosis de la transferrina y el EGF 
en células COS-7 control o tratadas con propanolol. Los resultados que aparecen en la 
figura 30 corresponden al análisis de grabaciones efectuadas durante 20 minutos 
registrando un total de 600 imágenes para cada marcador (transferrina y EGF) y 
situando el ángulo del láser de tal forma que adquiriésemos imágenes a una profundad 
de 150 nm de la membrana plasmática. De estos experimentos analizamos: (1) la 
velocidad de entrada de la transferrina y del EGF, la cual medimos a partir del número 
de estructuras positivas para cada uno de los marcadores a lo largo del tiempo, y (2) Las 
rutas de entrada de ambos marcadores a partir del grado de colocalización recíproco de 
la transferrina y el EGF a lo largo del tiempo.  
En la (Fig. 30E) podemos ver cómo en células control sólo un porcentaje muy bajo de 
la transferrina colocaliza con EGF a lo largo del tiempo. A partir de los 5 min de 
grabación, se produce una drástica desaparición de la transferrina de la zona TIRF (Fig. 
30A), y por lo tanto la colocalización transitoria de los pocos píxeles restantes con el 
EGF condiciona las fluctuaciones observadas entre valores muy altos y muy bajos, con 
lo que podemos considerar este efecto un artefacto. Ello resulta más evidente si 
observamos el porcentaje de píxeles positivos para EGF que colocalizan con 
transferrina (Fig. 30F). Al internalizarse el EGF más lentamente que la transferrina, la 
presencia de un número elevado de píxeles de EGF en la zona TIRF durante todo el 
tiempo de grabación (Fig. 30C) hace que la colocalización accidental de unos pocos 
píxeles positivos para transferrina resulte porcentualmente insignificante. 
Sin embargo, en las células tratadas con propanolol, el porcentaje de colocalización de 
la transferrina con el EGF se mantiene estable (alrededor de un 10%) durante todo el 
tiempo de la grabación (Fig. 30E). Esto se debe a que se produce una desaparición más 
lenta de la transferrina de la zona TIRF (Fig. 30B), lo que indica un retraso en la 
internalización de este cargo. En cambio, a diferencia de la transferrina, la 
internalización del EGF en las células tratadas con propanolol es muy similar al de las 





Figura 30.  Efectos del propanolol sobre la internalización de transferrina y EGF. (A-F) Gráficas extraídas del 
análisis de la internalización conjunta de EGF y transferrina obtenidas por microscopía de fluorescencia de 
reflexión interna TIRF. (A y C) Cuantificación del número de píxeles de transferrina (A) y EGF (C) dentro de la 
zona TIRF a lo largo del tiempo. (B y D) Cuantificación del número de píxeles de transferrina (B) y EGF (D) dentro 
de la zona TIRF a lo largo del tiempo en presencia de propanolol. (E) Porcentaje de colocalización de la 
transferrina respecto a  EGF (expresado como número de píxeles marcados con transferrina y EGF respecto 
número total de píxeles  marcados con transferrina) en células control y tratadas con propanolol, (F) Porcentaje de 
colocalización de EGF con transferrina (expresado como número de píxeles marcados con transferrina y EGF 
respecto número total de píxeles  marcados con EGF) en células control y tratadas con propanolol. Las líneas 
punteadas perpendiculares señalan el momento, alrededor de los 250 segundos de grabación, en que se retiraron los 





Podemos concluir que en células COS-7, el tratamiento con propanolol no induce 
cambios en la internalización del EGF pero sí induce un retraso en la internalización de 
la transferrina, lo que viene reflejado por  un aumento de la cantidad de transferrina 
próxima a la membrana plasmática a tiempos largos de internalización y por una mayor 
colocalización con el EGF dentro de la zona TIRF. También podemos concluir que el 
propanolol no parece afectar el proceso de entrada de la transferrina y EGF a través de 
diferentes poblaciones de endosomas (Leonard et al., 2008), a tenor del bajo nivel de 
colocalización de ambos marcadores en la proximidad de la membrana plasmática. 
 
2. Efectos del propanolol en el sorting del EGF y la transferrina desde los 
endosomas tempranos. 
Una vez caracterizado el efecto del propanolol sobre la internalización del EGF y la 
transferrina en la zona más próxima a la membrana plasmática, pasamos a analizar sus 
efectos en zonas más internas de la célula. Células COS-7 control y tratadas con 
propanolol se sometieron a un pulso de internalización del EGF y la transferrina por 
diversos tiempos. En la figura 31 podemos ver cómo a los  15 minutos de 
internalización, las células control acumulaban la transferrina en un compartimento 
perinuclear, mientras que en las células tratadas con propanolol se acumulaba en 
endosomas de tamaño superior al observado en condiciones fisiológicas. También 
pudimos observar la aparición de estructuras tubulares marcadas con transferrina 
proyectándose de forma radial hacia el compartimento de reciclaje. Respecto al EGF, la 
distribución del marcaje no mostró variaciones significativas entre las células control y 
silenciadas, pero mientras que en las células control la colocalización del EGF con la 
transferrina a los 15 minutos de internalización era prácticamente inexistente, en las 
células tratadas con propanolol el EGF colocalizaba con la transferrina en el mismo 
compartimento endosomal, aunque permanecía segregado de los túbulos inducidos por 
el propanolol.  
Para caracterizar la naturaleza del compartimento túbulo-vesicular inducido por el 
propanolol, llevamos a cabo immunocitoquímica con diferentes marcadores de la vía 
endocítica tales como EEA1 (endosomas tempranos), rabenosina5 (marcador del primer 
compartimento endosomal de entrada de la transferrina) y rab11 (endosomas de 





























colocalizaba extensamente con Rab11 en el compartimento de endosomas de reciclaje. 
Sin embargo, en las células tratadas con propanolol la transferrina se acumulaba en un 
compartimento positivo para EEA1 y rabenosina5.   
Este resultado indica que el propanolol produce un retraso en el transporte de la 
transferrina desde el compartimento de endosomas tempranos a los endosomas de 
reciclaje. Para saber si el tránsito del EGF de los endosomas tempranos a los tardíos y 
los lisosomas se encontraba igualmente afectado, estudiamos la dinámica de 
degradación del receptor de EGF, que tras unirse a EGF sigue la vía de degradación 
Figura 31. Efectos del propanolol sobre el transporte de EGF y transferrina en compartimentos intracelulares. 
Células COS-7 control (a-c) y tratadas con propanolol (d-f) se sometieron a un pulso de transferrina y EGF (15 
minutos). En las imágenes podemos observar cómo en las células tratadas con propanolol existe colocalización de 
ambos marcadores en estructuras vesiculares engrosadas, mientras que en las células control, a este tiempo ya hay 
una segregación evidente de la transferrina (acumulada en un compartimento perinuclear) y el EGF (en estructuras 
vesiculares periféricas). También observamos que en las células tratadas con propanolol la  transferrina aparece en 
estructuras tubulares que se proyectan desde los endosomas, mientras que el EGF se mantiene fuera de los túbulos. 
(g-x) Células COS-7 control y tratadas con propanolol fueron sometidas a un pulso de transferrina y a los 15 
minutos fijadas y procesadas por ICC con anti-EEA1 (g-l), anti-rabenosina5(m-r) y anti-Rab11(s-x). En las 
imágenes se muestra la colocalización de transferrina con los marcadores eea-1 y rabnenosina5 tanto en las 
estructuras endosomales como en los túbulos asociados en las células tratadas con propanolol,   mientras que en las 
células control la transferrina aparece acumulada en un compartimento perinuclear colocalizando con el marcador 





lisosomal. La figura 32 muestra cómo se produce un retraso en la degradación del 
receptor de EGF en las células tratadas con propanolol respecto las células control. 
En conjunto, estos resultados indican que el propanolol induce un retraso en la salida de 
cargo (transferrina y EGF) del compartimento de endosomas tempranos a sus 
compartimentos de destino, endosomas de reciclaje y lisosomas respectivamente. Por 
otra parte el propanolol induce una alteración morfológica de los endosomas tempranos, 
caracterizada por un engrosamiento de los mismos, la aparición de una extensa 
tubulación y la colocalización de marcadores que corresponden a compartimentos 












3. La tubulación producida por el propanolol requiere de los microtúbulos. 
Se ha descrito que el proceso de transporte de cargo desde el compartimento de 
endosomas tempranos a endosomas de reciclaje es dependiente de microtúbulos. Con el 
objetivo de examinar la relación entre los túbulos inducidos por el propanolol y el 
citoesqueleto de microtúbulos, células COS-7 control y tratadas con propanolol se 
fijaron tras 15 minutos de la internalización de la transferrina, y a continuación se 
tiñeron con alfa-tubulina. El marcaje con alfa-tubulina no reveló cambios aparentes en 
la integridad del citoesqueleto de microtúbulos entre las células control y las tratadas 
con propanolol (Fig. 33B), pero observamos una coincidencia en la disposición de los 
túbulos marcados con transferrina y la red de microtúbulos. Al añadir nocodazol a las 
células observamos la desaparición de las estructuras tubulares inducidas por el 
propanolol (Fig.  33C). Sin embargo, mientras que en las células control la transferrina 
Figura 32. El propanolol retrasa la degradación del EGFR tras estimulación con EGF. Lisados de células 
HeLa control y tratadas con propanolol se obtuvieron tras diferentes tiempos de estimulación con EGF y se 
analizaron por immunoblot con anti-EGFR. En la imagen podemos ver cómo la adición de propanolol induce un 






se localizaba en finas estructuras puntiformes por todo el citoplasma, en las células 
tratadas con propanolol se produjo una clara disminución en el número de estructuras 
vesiculares acompañado de un incremento en su tamaño. 
Concluimos pues que la tubulación inducida por el propanolol es dependiente del 
citoesqueleto de microtúbulos, reforzando la hipótesis de que dichos túbulos suponen 
intermediarios de transporte dirigidos hacia el compartimento de endosomas de 
reciclaje.  Por otra parte, aún en ausencia del citoesqueleto de microtúbulos, las células 
tratadas con propanolol presentan un menor número de endosomas, pero de mayor 
tamaño. Este resultado sugiere que los túbulos inducidos por el propanolol representan 
intermediarios de transporte dirigidos hacia el compartimento de endosomas de 

















4. Reversión de los efectos del propanolol en la internalización de la transferrina 
alterando farmacológicamente las vías de síntesis de PA y DAG. 
Con objeto de determinar si los resultados descritos hasta el momento tienen relación 
directa con la acción inhibidora del propanolol sobre la síntesis del DAG a partir de PA, 
llevamos a cabo varios experimentos de reversión con agentes farmacológicos que 
Figura 33. La tubulación de los endosomas 
inducida por propanolol es dependiente del 
citoesqueleto de microtúbulos. (A) Células COS-7 
control y tratadas con propanolol se fijaron tras 15 
minutos de internalización de transferrina y se 
tiñeron con anti-α tubulina. En las magnificaciones 
de la región encuadrada podemos ver cómo los 
túbulos marcados con transferrina resiguen la 
disposición de los microtúbulos. (B) Células COS-7 
se trataron con nocodazol por 3 horas, tras  lo que 
las sometimos a un pulso de transferrina (15 
minutos) en presencia o ausencia de propanolol. En 
la figura mostramos cómo desaparece la tubulación 
asociada al marcaje de transferrina de las células 
tratadas con propanolol, sin embargo, respecto el 
control observamos una notable reducción en el 
número de estructuras vesiculares, así como un 





incrementan  o disminuyen los niveles de DAG y PA, respectivamente. Para lograr el 
efecto contrario al del propanolol, es decir, disminuir los niveles de PA e incrementar 
los niveles de DAG bloqueando la conversión de DAG a PA, comparamos los efectos 
del propanolol en la internalización de transferrina en presencia o ausencia del inhibidor 
de familia de las DAGK clase I R59949. En la figura 34 se muestra cómo en células 
tratadas con R59949 no se produjo ningún cambio en la internalización de transferrina 
respecto las células control no tratadas. Sin embargo cuando tratamos las células 
conjuntamente con propanolol y R59949, apreciamos una notable atenuación de los 
efectos del propanolol, disminuyendo tanto el número de túbulos como el tamaño de las 
estructuras vesiculares. Por otro lado, al tratar de compensar la disminución de los 
niveles intracelulares de DAG por efecto del propanolol suplementando las células con 
DOG, observamos una disminución del número de túbulos pero no vimos una  reversión 
aparente del efecto de engrosamiento de los endosomas. 
Para llevar a cabo la estrategia contraria, es decir potenciar el desequilibrio entre los 
niveles de PA y DAG, añadimos  a las células PMA, activador de la PLD y por tanto de 
la síntesis de PA a partir de fosfatidilcolina (PC). En células tratadas con PMA y 
propanolol pudimos observar aún con mayor claridad un efecto sinérgico del propanolol 
y el PMA sobre la formación de endosomas engrosados. Sin embargo, al igual que al 
suplementar las células con DOG, el efecto del propanolol sobre la tubulación se vio 
notablemente inhibido. 
De estos resultados concluimos en primer lugar que los efectos del propanolol están 
relacionados con una alteración en los niveles de PA y DAG, ya que al disminuir los 
niveles de PA y aumentar los niveles de DAG inhibiendo la actividad DGK (con el 
R59949), los efectos del propanolol se ven atenuados. Por otra parte, el restablecimiento 
de los niveles de DAG disminuye la tubulación inducida por el propanolol, ya que tanto 
la adición de DOG como  del inhibidor de la DGK reducen la formación de túbulos. Sin 
embargo, un restablecimiento de los niveles de DAG no bastaría para revertir los efectos 
del propanolol sobre la formación de estructuras vesiculares engrosadas.  
 
5. Relación entre los efectos del propanolol y el citoesqueleto de actina 
Debido a que la adición del DOG no revertió los efectos del propanolol sobre la 



















la DGK, nos planteamos si los efectos causados por el propanolol podían deberse 
principalmente a un incremento inicial de los niveles de PA. Se sabe que el PA actúa 
como efector de la PIP5K y que un incremento de los niveles de PIP2 en los endosomas 
tempranos, conlleva un bloqueo en la salida de cargo de este compartimento asociado a 
un aumento en la polimerización de actina. Para estudiar si se daba esta situación en las 
células tratadas con propanolol, examinamos el citoesqueleto de actina en relación a los 
marcadores EEA-1 (endosomas tempranos) y el receptor de transferrina (endosomas 
tempranos y endosomas de reciclaje). La figura 35 muestra cómo las células tratadas 
con propanolol presentaron un cambio en la morfología y distribución tanto de EEA1 
como del receptor de transferrina, caracterizado por la presencia de endosomas 
tempranos engrosados (EEA-1) y en el caso del receptor de transferrina por una 
redistribución de su habitual localización perinuclear (característica de endosomas de 
Figura 34. Reversión parcial de los efectos del propanolol  sobre la morfología de los endosomas mediante la 
inhibición de DGK o la adición de DOG. (a-b) Células COS-7 se sometieron a un pulso de transferrina en 
presencia de DOG (b) R59949 (c) o PMA (d). (A-D) Idénticas condiciones de tratamiento pero en presencia de 
propanolol. En las condiciones en que utilizamos DOG, R59949 y PMA, éstos se añadieron al medio 30 minutos 
antes de añadir la transferrina, mientras que el propanolol fue añadido simultáneamente a la transferrina. En la 
parte inferior de la imagen (A-D)  mostramos esquemas que representan los efectos de los diferentes tratamientos 





reciclaje)  a zonas más periféricas de la célula. Sin embargo, no observamos ninguna 
asociación evidente entre los endosomas marcados con EEA-1 y el receptor de 
transferrina y el marcaje con faloidina. 
Si bien experimentos adicionales deberían ser realizados, estos resultados sugieren que 
los cambios morfológicos del compartimento endosomal inducidos por el propanolol 


























Figura 35 Los efectos morfológicos del propanolol sobre el compartimento endosomal no están relacionados 
con alteraciones del citoesqueleto de actina. Células COS-7 se trataron con  propanolol por 30 minutos, tras lo 
que las teñimos con faloidina y anti-EEA1 (paneles superiores) o bien faloidina y anti-TfR (receptor de 
transferrina; paneles inferiores). En la figura podemos apreciar cómo el propanolol induce un engrosamiento de 
los endosomas tempranos (marcaje con eea-1) y un cambio de distribución del receptor de transferrina, que 
pierde su localización típicamente perinuclear para verse en estructuras vesiculares engrosadas más periféricas. 
En las magnificaciones situadas a la derecha de las imágenes, podemos ver cómo en las células tratadas con 
propanolol el marcaje de faloidina no colocaliza de forma evidente con los endosomas engrosados teñidos con el 






6. Continuación del proyecto a través del estudio del silenciamiento de las 
diferentes LPPs. 
La continuación de este proyecto iría encaminada a establecer una relación entre las 
enzimas de la familia de las LPPs y los efectos morfológicos y funcionales descritos con 
el propanolol. Si bien en el momento de escritura de esta tesis todavía carecemos de 
resultados funcionales sólidos sobre los efectos del silenciamiento de las diferentes 
isoformas de la familia de las LPPs, cerramos este apartado con la caracterización del 
silenciamiento de LPP1, LPP2 y LPP3. 
Debido a que carecemos de anticuerpos específicos contra LPP1 y LPP3, analizamos 
por RT-PCR los niveles de mRNA de cada una de las LPP a partir de lisados de células 
COS-7 tras 48 horas de haber sido transfectadas con siRNAs específicos de LPP1, LPP2 
y LPP3. Tanto al añadir los diferentes siRNA para las diferentes proteínas de la familia 
de forma individual, como al añadirlos en combinación, obtuvimos niveles de 
silenciamiento por encima del 90% en el caso de LPP1 y LPP2 y aproximadamente del 
60-70% para la LPP3 (figura 36). 
 
 
Figura 36. Silenciamiento de LPP1, LPP2 
y LPP3 en células COS-7. Lisados de 
células COS-7 control y transfectadas con 
diferentes combinaciones de siRNAa 
específicos para el silenciamiento de LPP1, 
LPP2 y LPP3,se obtuvieron tras 48 horas de 
transfección, analizando el contenido de 









(I) LA LPP3 EN EL TRÁFICO DE LA VÍA SECRETORA 
 
1. Localización subcelular de la LPP3 
En este estudio aportamos evidencias de que la proteína  LPP3 se encuentra distribuida 
a lo largo de diferentes compartimentos de la vía secretora, desde los sitios de salida del 
RE (ERES), hasta compartimentos distales del Golgi (trans-Golgi / TGN). Esta 
localización  subcelular concuerda con lo publicado sobre la existencia de dos formas 
estables de LPP3: una que presenta una  N-glicosilación incompleta (y por tanto 
sensible a EndoH) y otra con glicanos maduros (resistentes a EndoH) (Sciorra y Morris, 
1999). Se ha demostrado mediante experimentos de pulso y caza que una parte de la 
LPP3 no completa su glicosilación (Sciorra y Morris, 1999), indicativo de que una parte 
de la LPP3 se encuentra de forma relativamente estable entre el RE y el Golgi. Mediante 
experimentos de recuperación de la fluorescencia tras fotoblanqueo del área del Golgi, 
hemos comparado la dinámica de transporte entre el RE y el Golgi del VSV-G-YFP con 
la LPP3wt-GFP.  Los resultados muestran que, mientras la recuperación de los valores 
iniciales de fluorescencia en el Golgi es muy similar para ambas proteínas, el tiempo de 
residencia de la LPP3 en el RE es mayor que el del VSV-G. Al fotoblanquear  la 
fluorescencia fuera  del Golgi,  o sea del marcaje en el RE, hemos observado que a lo 
largo del tiempo se recupera la señal de la LPP3wt-GFP en el RE. Ya que estos 
experimentos se realizaron en presencia de cicloheximida, esta recuperación de la 
fluorescencia en el RE necesariamente debe proceder de la proteína localizada en el 
Golgi, lo que indica que una parte de la LPP3 se transporta retrógradamente al RE. 
Estos resultados conjuntamente con la colocalización de la LPP3 endógena con 
marcadores de ERES y ERGIC indican que la LPP3 no puede ser considerada como una 
proteína que se dirige directamente hacia la membrana plasmática, sino que una parte de 
la proteína reside establemente en compartimentos de la etapa temprana de la vía 
secretora, siguiendo un transporte bidireccional entre el RE y el Golgi. 
Respecto al mecanismo molecular a través del cual podría producirse el transporte 
retrógrado de LPP3, a diferencia de las isoenzimas LPP1 y LPP2, la LPP3 contiene 
entre los aminoácidos 279-283 de su extremo C-terminal (en contacto con el 
citoplasma) la secuencia KTKTT. Dicha secuencia coincide con 2 de los motivos de 





(concretamente las secuencias KXKXX y KKXX) (Beck et al., 2009; Jackson et al., 
1990; Nilsson et al., 1989). Una hipotética interacción de este motivo con la maquinaria 
COPI podría explicar la localización de una parte de la LPP3 entre el RE y el Golgi, 
siguiendo un sistema de reciclaje similar al de ERGIC-53 o el receptor de KDEL 
(Cabrera et al., 2003; Rohde et al., 2003; Schindler et al., 1993). Por otra parte la 
colocalización de la LPP3wt-GFP con la subunidad B de la Shiga toxin (STxB), cargo 
que sigue una vía de transporte retrógrado dependiente de Rab6, indica que el transporte 
retrógrado de la LPP3 ocurre más probablemente en vesículas Rab6. Un sistema mixto 
en el que la LPP3 pudiese seguir ambas vías de transporte no es probable, puesto que se 
ha demostrado que las vesículas de Rab6 excluyen el cargo que sigue la vía de 
transporte retrógrado dependiente de COPI. Cualquiera que sea el mecanismo a través 
del cual se produzca el reciclaje de LPP3 de Golgi a RE, parte del pool total de LPP3 
escaparía de este sistema, y completaría su N-glicosilación en los compartimentos 
distales del Golgi para dirigirse a la membrana plasmática, donde su localización se ha 
asociado a balsas lipídicas (Kai et al., 2006) y  en las uniones adherentes (Humtsoe et al, 
2010).   
 
2. Papel de la LPP3 en la síntesis de DAG y en la síntesis de novo de fosfolípidos y 
lípidos neutros. 
La maquinaria enzimática que regula el metabolismo lipídico en los diferentes 
compartimentos de la vía secretora determina su morfología, la formación de 
intermediarios de transporte y el reclutamiento de proteínas necesarias para su correcta 
funcionalidad (Bechler et al., 2010; Ben-Tekaya et al., 2010; Brown et al., 2003; de et 
al., 2000; Morikawa et al., 2009; San et al., 2009; Schmidt y Brown, 2009; Subathra et 
al., 2011). En este trabajo incorporamos la proteína LPP3 al conjunto de enzimas 
lipídicas implicadas en la formación de intermediarios de transporte entre el RE y el 
Golgi a través de regular la producción de diacilglicerol (DAG). El silenciamiento de 
LPP3 reduce la incorporación de [14C] acetato en el DAG y el triacilglicerol (TAG), así 
como en las mayores clases de fosfolípidos, indicando que existe una inhibición en el 
proceso de síntesis de novo de glicerofosfolípidos. Hasta ahora se había atribuido a la 
enzima LPP3 un papel en la síntesis de DAG proveniente de la formación de PA 





reciclaje de fosfolípidos ya presentes en las membranas: la activación de PLD 
consumiría PC para formar PA y la LPP3 defosforilaría el PA para formar DAG. 
Apoyando esta visión se ha publicado que la sobreexpresión de LPP3 produce un 
incremento notable de la síntesis de DAG tras la estimulación con PMA (que tiene 
como uno de sus mecanismos efectores la activación de PLD). Dicho incremento es 
varias órdenes de magnitud superior al cuantificado en células estimuladas únicamente 
con PMA o estimuladas con PMA y sobreexpresando la isoenzima LPP1 (Sciorra y 
Morris 1999). El hecho de que LPP3, conjuntamente con PLD2,  se encuentre en 
dominios de membrana  resistentes a la extracción con detergentes no iónicos 
enriquecidos en caveolina-1 (balsas lipídicas) también ha servido como argumento para 
proponer una función secuencial de LPP3 en el metabolismo del PA producido por la 
PLD. Nuestros resultados demuestran que la LPP3 también resulta necesaria en la 
conversión del PA que proviene de la síntesis de novo a DAG y que este paso es 
importante en la formación del resto de los principales glicerofosfolípidos, la 
fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (PS), así como 
del lípido neutro TAG. El incremento observado en los niveles de PA marcado con 
[14C] acetato en células silenciadas para LPP3 también refuerza esta idea. Por otra parte, 
hemos observado que en las células silenciadas el marcaje de los principales 
fosfolípidos con [32P] ácido ortofosfórico no varía ni en cuanto a niveles totales ni en la 
proporción de los diferentes fosfolípidos respecto al nivel total de fosfolípidos. 
Debemos tener en cuenta, que a diferencia del [14C] acetato, que sólo se incorporaría 
tanto en lípidos neutros como en fosfolípidos provenientes de la vía de síntesis de novo, 
el marcaje con [32P] ácido ortofosfórico se incorpora tanto en aquéllos fosfolípidos que 
provienen de la síntesis de novo como en aquéllos ya presentes en las membranas y que 
son reconvertidos a otras especies lipídicas por la acción de enzimas con actividad 
cinasa (por ejemplo la diacilglicerol cinasa).  El hecho de que el silenciamiento de la 
LPP3 no varíe los niveles de fosfolípidos marcados con [32P] ácido ortofosfórico es 
indicativo de que las vías de reciclaje de fosfolípidos pueden actuar compensando la 
disminución observada en la síntesis de novo, y que los efectos funcionales producidos 
al silenciar la LPP3 no puede atribuirse a una disminución generalizada de los niveles 





Además de implicar a la LPP3 en la formación del DAG necesario para la síntesis de 
novo de lípidos, hemos observado que el silenciamiento de LPP3 reduce la presencia en 
el Golgi del dominio C1b de PKCθ (que actúa como sensor de DAG), indicando que la 
LPP3 está implicada en la síntesis de DAG en las membranas de Golgi.  
 
3. Papel de la LPP3 en la formación de intermediarios de transporte.  
En nuestro trabajo mostramos que el tratamiento con propanolol a una concentración 
que inhibe a las enzimas de la familia PAP2 (LPP1, LPP2 y LPP3) y el silenciamiento 
de la LPP3, impiden la formación de túbulos desde el compartimento intermedio 
(ERGIC). Proponemos que la LPP3 es necesaria a nivel del ERGIC para la gemación de 
estructuras que requieren un alto grado de curvatura de membrana (como los túbulos), y 
que este efecto está relacionado con su actividad catalítica y la producción de DAG. 
Apoyando esta interpretación, la adición de DOG (dioctanoil-sn-glicerol), un análogo de 
DAG de cadena corta que penetra en membranas intracelulares, atenúa los efectos 
inhibitorios del silenciamiento de LPP3 sobre la tubulación del ERGIC. En relación a 
esto último, se ha demostrado que la formación de DAG a partir de PA resulta necesaria 
para la gemación de intermediarios de transporte desde el Golgi (Asp et al., 2009). Los 
autores de dicho estudio observaron que al utilizar una concentración de propanolol lo 
suficientemente alta como para inhibir a las enzimas de las familias PAP1 (lipinas 1 y 2) 
y PAP2, la ultraestructura de las cisternas no mostraba perfiles vesiculares. Los autores 
propusieron que las enzimas de las familias PAP1 y PAP2, actuarían en las etapas 
iniciales de la formación de vesículas, es decir, induciendo la curvatura positiva 
(proceso de gemación). Sin embrago, en resultados previos de nuestro grupo 
demostramos que la utilización de propanolol a una concentración inferior que no inhibe 
las PAP1 (Meier et al., 1998), produce la acumulación de vesículas tipo COPI en áreas 
adyacentes al Golgi, muchas de ellas conectadas a las cisternas por la zona del cuello 
(Fernandez-Ulibarri et al., 2007), interpretándolo como que se interfiere el proceso final 
de escisión de la vesícula. Otro factor a tener en cuenta a la hora de explicar las 
diferencias entre ambos estudios es, aparte de la diferente concentración de propanolol, 
el tiempo de tratamiento con la droga antes de analizar sus efectos. En el primer estudio 
observaron la ausencia de perfiles vesiculares tras 5 minutos de tratamiento con 





fisionarse se midió tras 15 minutos de tratamiento. Es posible que una inhibición 
completa de las enzimas PAP1 y PAP2 bloquee la gemación de vesículas y que la 
inhibición  únicamente de las enzimas PAP2 cause un retraso, pero no un bloqueo, de la 
gemación de intermediarios de transporte. Esta interpretación, explicaría el aumento de 
perfiles vesiculares tras 15 minutos de tratamiento con propanolol como consecuencia 
de un retraso de la etapa de gemación. Sin embargo, también sería compatible con un 
defecto de ambos procesos, la gemación y la fisión. De hecho la observación de que el 
tratamiento con propanolol desplaza del Golgi ArfGAP1, necesario en la fisión del 
coatómero, refuerza esta hipótesis. 
El conjunto de estos resultados previos y los que exponemos en este trabajo, indican que 
las enzimas de la familia PAP1 y la isoenzima LPP3 (familia PAP2) podrían cooperar 
en la formación de intermediarios de transporte en el ERGIC y el Golgi tanto en las 
etapas iniciales (gemación) como en las etapas más tardías de fisión, ambos procesos 
dependientes de cambios en la curvatura de las membranas.  A nivel del Golgi, la 
inhibición de la actividad PAP2 con propanolol y el silenciamiento de LPP3 reducen el 
número de intermediarios de transporte (vesículas y túbulos) marcados con Rab6. Por 
otra parte, a pesar de que hay una disminución del número de túbulos, observamos un 
incremento en su longitud media.  Este efecto no se puede explicar implicando a la 
LPP3 únicamente en una etapa concreta de la formación de intermediarios de transporte 
Rab6. Un defecto en la gemación reduciría el número de vesículas y túbulos, pero no 
observaríamos un incremento de la longitud promedio de los túbulos. Un defecto en la 
fisión disminuiría el número de vesículas, pero incrementaría el número de túbulos, tal y 
como sucede, por ejemplo, cuando se inhibe la actividad de miosinaII (Miserey-Lenkei 
et al, 2010). Por lo tanto, proponemos un modelo en que, en una etapa inicial, la LPP3 
(cuyo dominio catalítico se orienta hacia el lumen) formaría DAG (estructura cónica) en 
la hemimembrana interna. En esta etapa la LPP3 actuaría de forma coordinada con la 
enzima citosólica PLA2, que forma LPA (estructura cónica invertida) en la 
hemimembrana externa (de Figueiredo et al., 2000; San Pietro et al., 2009; Yang et al., 
2011). La acumulación de lípidos de estructura cónica (DAG) en la hemimembrana 
luminal y de estructura cónica invertida (LPA) en la hemimembrana citosólica, actuaría 
sinérgicamente promoviendo la gemación de vesículas y túbulos desde las membranas 





determinar la localización del DAG a la largo de una vesícula o túbulo, la etapa de 
fisión requiere de una fuerte curvatura sobre el cuello de vesículas y túbulos. Una de las 
características del DAG es su rápida translocación entre las hemimembranas de la 
bicapa (proceso conocido como “flip flop”). Esto permitiría que el  DAG inicialmente 
generado en la hemimembrana luminal pudiese rápidamente pasar a la membrana 
citosólica, ayudando a la formación de curvatura negativa. Por otra parte, la 
acumulación de DAG en la membrana citosólica, también podría ayudar al 
reclutamiento de ArfGAP1 a través de su dominio LPS (Antonny et al., 1997; 
Ambroggio et al., 2010) potenciando la fisión de las vesículas tipo COPI. 
 
4. Papel de la LPP3 en la regulación del transporte retrógrado. 
A pesar de que no podemos conocer con exactitud en qué etapa la LPP3 participa en la 
biogénesis de vesículas y túbulos, nuestros resultados demuestran que juega  un papel 
en la regulación del tráfico entre el Golgi y el RE. Tanto el silenciamiento de la LPP3 
como la sobreexpresión de un mutante catalíticamente inactivo retrasan el transporte 
retrógrado dependiente de Rab6 de la STxB. En línea con nuestros resultados 
empleando el propanolol (Fernández-Ulibarri et al, 2007), vemos que el silenciamiento 
de LPP3 también causa un retraso en el transporte dependiente de COPI  de la STxB-
KDEL. Además, el análisis ultraestructural del Golgi por microscopía electrónica en 
células silenciadas para LPP3, refleja un incremento del número de vesículas en 
estrecha proximidad a las cisternas y mostrando una fisión incompleta. Algunas de estas 
vesículas contienen la cubierta COPI. No resulta fácil explicar las razones por las cuáles 
la LPP3 pueda estar afectando diferentes vías de transporte, con distintos 
requerimientos moleculares (una dependiente de Rab6 y otra dependiente de COPI). 
Una posible explicación se basa en el papel del DAG como generador de curvatura a 
partir de sus características estructurales. Puesto que la formación de curvatura  resulta 
necesaria en ambos tipos de intermediarios de transporte, una disminución de los 
niveles de DAG podría afectar a ambas vías. Otra explicación sería que el DAG es 
necesario para el reclutamiento de proteínas  implicadas en el transporte retrógrado 
dependiente de COPI y de Rab6. Respecto al transporte COPI, se ha demostrado que el 
propanolol induce una disociación de la proteína de fisión ArfGAP1 de las membranas 





intervenga en el reclutamiento de ninguno de los componentes moleculares del 
transporte de Rab6,  el nivel de conocimiento que tenemos sobre esta vía y los 
mecanismos que la regulan es escaso. De hecho, no ha sido hasta hace poco que se ha 
implicado a Rab6 en la salida de cargo con destino a la membrana plasmática, aparte de 
su función ya conocida en el transporte retrógrado independiente de COPI. El 
silenciamiento de Rab6 causa un retraso en la llegada del VSV-G a la membrana 
plasmática (Grigoriez et al, 2007; Miserey-Lenkei et al, 2010). Por otra parte, el 
silenciamiento de la proteína motora del citoesqueleto de actina miosinaII, causa la 
formación de túbulos de Rab6 desde el TGN que contienen tanto VSV-G como la STxB 
(Miserey-Lenkei et al, 2010). Curiosamente, el fenotipo de tubulación que se observa al 
inhibir o silenciar miosinaII recuerda al observado cuando se sobreexpresa un 
dominante negativo (catalíticamente inactivo) de la proteína PKD (Liljedahl et al. 2001; 
Bossard et al. 2007), cuyo reclutamiento en el TGN depende de DAG (Baron y 
Malhotra 2002). Teniendo en cuenta que el silenciamiento de PKD causa un retraso en 
la salida de cargo con destino a la membrana basolateral y que los túbulos inducidos por 
un dominante negativo de PKD contienen VSV-G (Liljedahl et al. 2001; Bossard et al. 
2007), es factible que PKD participe de la maquinaria de fisión de las vesículas Rab6. 
Hemos probado que las células a 15°C producen túbulos desde el Golgi marcados con el 
dominio C1b de PKCθ. Un efecto interesante, es que mientras los túbulos de Rab6 
inducidos a 15°C se fisionan y desaparecen rápidamente después del cambio de 
temperatura, los túbulos marcados con el dominio C1b persisten durante mucho más 
tiempo. Es posible que la sobreexpresión del dominio C1b cause un cierto 
desplazamiento de PKD del TGN al competir por los mismos sitios de unión. 
Reforzando esta idea, la sobreexpresión de los dos dominios C1 de PKCθ (dominios 
C1a y b) produce aún en condiciones fisiológicas (a 37°C) la fragmentación y 
tubulación del TGN (resultados no mostrados). En el caso de que esta hipótesis fuese 
cierta, puesto que los túbulos del dominio C1b contienen STxB, la PKD participaría en 
la fisión de los intermediarios de transporte retrógrado dependientes de Rab6. 
Una manera de profundizar en el papel del DAG en la formación de intermediarios de 
transporte Rab6, podría ser explorar la función de PKD en este proceso. 
 





Respecto al transporte anterógrado de RE a Golgi, no hemos observado afectación del 
transporte del VSV-G ni de la proteína soluble ssDsRed en células silenciadas para 
LPP3. Sin embargo, hemos observado que el silenciamiento de LPP3 produce un 
incremento de la colocalización de ERGIC 53-GFP con el ssDsRed tras cambiar las 
células de 15°C a 37°C (es decir, al reactivar el transporte desde el ERGIC hacia el 
Golgi). En la introducción hemos explicado la existencia de dos modelos para describir 
el transporte de proteínas desde el RE al Golgi. En el modelo de maduración, el ERGIC 
se forma como consecuencia de la fusión de vesículas tipo COPII tras su salida de los 
ERES, a partir de aquí, las estructuras resultantes siguen un transporte direccional hacia 
el Golgi, donde se fusionan para dar lugar al cis-Golgi. En el modelo alternativo, el 
ERGIC se considera un compartimento de membrana estable desde el cual, el cargo que 
llega del RE, se incorpora en intermediarios de transporte de salida hacia el Golgi o de 
vuelta al RE. Apoyando este modelo, recientemente se ha publicado un trabajo en el que 
se analizó la dinámica de ERGIC53-GFP conjuntamente con el ssDsRed (Ben-Tekaya 
et al, 2005).  Los autores observaron que  tras bloquear el transporte anterógrado del 
ssDsRed desde el ERGIC incubando las células a bajas temperaturas, el cambio a 37°C 
inducía el sorting de ERGIC53-GFP y el ssDsRed desde zonas del ERGIC positivas 
para ambos marcajes.  
Teniendo en cuenta este último modelo, la mayor colocalización de ERGIC53-GFP con 
el ssDsRed en las células silenciadas para LPP3 podría deberse a un defecto en el 
sorting de las proteínas de compartimento intermedio de aquéllas regiones del ERGIC 
que contienen cargo con destino anterógrado. Esto explicaría: 1) la reducción en el 
número total de estructuras marcadas con ERGIC53, 2) el incremento de su diámetro 
promedio, y 3) una menor segregación de ERGIC53 y el ssDsRed.  Teniendo en cuenta 
que el transporte anterógrado no se ve afectado al silenciar LPP3, y que tanto el 
silenciamiento como el tratamiento con propanolol reducen la tubulación del ERGIC, 
no es probable que los túbulos representen mayoritariamente intermediarios de 
transporte dirigidos hacia el Golgi. Alternativamente, pueden suponer un tipo de 
transporte de proteínas residentes del compartimento intermedio (como ERGIC53) entre 
diferentes regiones del ERGIC, y/o un mecanismo de sorting de estas proteínas del 





Debido al retraso en el transporte retrógrado dependiente de COPI de la STxB-KDEL 
en las células silenciadas para LPP3, la disminución en el número de estructuras 
vesiculares del ERGIC también podría explicarse como consecuencia de una 
disminución del transporte retrógrado desde el cis-Golgi al ERGIC.  Al no estar 
afectado el transporte anterógrado, un menor transporte retrógrado se reflejaría en una 
disminución del contenido de membranas del ERGIC. 
Más difícil de explicar, resulta el hecho de que el mutante catalíticamente inactivo de 
LPP3 se localice más en el RE que la forma silvestre. Inicialmente nos planteamos la 
hipótesis de que la actividad catalítica de LPP3 fuese necesaria para el transporte 
anterógrado, pero esto no resulta probable ya que el silenciamiento de LPP3 no retrasa 
el transporte del ssDsRed ni el VSV-G. Sin embargo, el silenciamiento de LPP3 no es 
completo, y el tratamiento con propanolol, aunque ligeramente, retrasa el transporte de 
la LPP3wt de RE a Golgi. Si bien la hipótesis más factible para explicar esta diferente 
distribución tenga que ver con algún tipo de plegamiento defectuoso de la LPP3 
mutada, no podemos descartar taxativamente que la LPP3 regule la salida de cargo de 
RE a Golgi, aún si ser tan relevante en este proceso como en el transporte retrógrado. 
En conclusión, nuestro estudio muestra que la LPP3 participa en la formación de 
intermediarios de transporte en diferentes compartimentos de la etapa temprana de la vía 
secretora, siendo necesaria para el transporte retrógrado de Golgi a RE. Esta función se 
añade a su papel en la regulación de diferentes mecanismos fisiológicos  (Escalante-
Alcalde et. al., 2003; Long et. al., 2005; Humtsoe et. al., 2010), y permite incorporarla 
al creciente conjunto de enzimas del metabolismo lipídico cuya función resulta 





 (II) EL DAG EN LA ENDOCITOSIS DEPENDIENTE DE CLATRINA 
1. Efectos de la inhibición de la actividad de las PAP en la internalización del EGF 
y la transferrina. 
Como primera aproximación al estudio de la función de la vía de síntesis de DAG a 
partir de PA (vía de las enzimas PAP) en la endocitosis dependiente de clatrina, 
examinamos por microscopía TIRF la dinámica de internalización conjunta del EGF y 
la transferrina en células control y tratadas con propanolol. Se ha demostrado que la 
internalización de la transferrina y el EGF desde la membrana plasmática presenta 
dinámicas diferentes (Leonard et al, 2008). El EGF permanece durante más tiempo en 
zonas próximas a la membrana plasmática, mientras que la transferrina se dirige 
rápidamente hacia el compartimento de endosomas de reciclaje (situado a nivel 
perinuclear). También se ha publicado que el sorting de ambos ligandos comienza desde 
el inicio del proceso de internalización. Esto es debido a una diferente distribución de 
sus respectivos receptores en la membrana plasmática, desde donde se dirigen hacia 
diferentes poblaciones endosomales. Mientras las vesículas de clatrina que contienen el 
EGF van directamente hacia los endosomas tempranos (positivos para EEA-1), las 
vesículas de transferrina se fusionan con un compartimento endosomal distinto, 
caracterizado por la presencia de la proteína rabenosina-5 (Navaroli et al., 2012). 
 Al analizar la internalización del EGF y la transferrina en células control observamos 
que, de acuerdo con los resultados previamente descritos, la transferrina desaparece 
mucho más rápidamente que el EGF de la zona TIRF, indicativo de que después de su 
internalización, se dirige inmediatamente a compartimentos situados en zonas más 
internas de la célula. Al tratar las células con propanolol, la transferrina permanece por 
más tiempo en las zonas más próximas a la membrana plasmática, pero no observamos 
diferencias en la internalización del EGF. Estudios recientes han demostrado la 
importancia de la producción de DAG a partir de la acción de la PLC en la endocitosis 
de la transferrina (Subramanya et al, 2009 y 2010). Basándonos en nuestros resultados, 
pensamos que la conversión de PA a DAG también sería necesaria en este proceso. 
Respecto al EGF, se ha descrito la importancia del PA en su internalización (Antonescu 
et al., 2010), pero nuestros resultados apuntan a que en este caso, si bien unos niveles 





inhibiendo su conversión a DAG no acelera la internalización del EGF. También hemos 
analizado el porcentaje de colocalización de la transferrina y el EGF en la zona TIRF en 
condiciones control y de tratamiento con propanolol. El propanolol incrementa el 
porcentaje de colocalización del EGF con la transferrina, pero esto se debe 
principalmente a que el número de estructuras marcadas con transferrina en la zona 
TIRF es mayor a lo largo del tiempo que en las células control. A pesar de esto, el 
porcentaje de colocalización entre ambos marcadores es bajo, lo que indica que el 
propanolol no altera el proceso de sorting que ocurre en la membrana plasmática, es 
decir, que en presencia de propanolol la entrada del EGF y la transferrina continúa 
ocurriendo en regiones diferentes de la membrana plasmática. 
 
2. Efectos de la inhibición de la actividad de las PAP en el transporte de 
transferrina y EGF desde el compartimento de endosomas tempranos. 
Al analizar los efectos del propanolol en el transporte de la transferrina y del EGF desde 
el compartimento endosomal, hemos observado que el propanolol causa el 
engrosamiento y la tubulación de los endosomas tempranos. En células control, tras 15 
minutos de internalización conjunta del EGF y la transferrina ambos marcadores se 
encuentran totalmente segregados: el EGF en el compartimento de endosomas 
tempranos y la transferrina en el compartimento de endosomas de reciclaje. En cambio, 
en células tratadas con propanolol la transferrina y el EGF colocalizan en el 
compartimento de endosomas tempranos. Si bien a nivel de la membrana plasmática la 
transferrina y el EGF se internalizan en diferentes intermediarios de transporte, el 
propanolol causa un impedimento del sorting de ambos cargos desde los endosomas 
tempranos. Resulta interesante que mientras existe colocalización de la transferrina y el 
EGF en el cuerpo de los endosomas, la transferrina penetra en los túbulos causados por 
el propanolol, pero no así el EGF. Esto es indicativo de que los túbulos son 
intermediarios de transporte que median el sorting de la transferrina hacia los 
endosomas de reciclaje. Por otra parte, el tratamiento con propanolol también causa una 
alteración en el transporte de cargo hacia la vía de degradación lisosomal, ya que hemos 
observado que tras añadir EGF, la degradación del EGFR se ve retrasada. En referencia 
a este punto, resulta interesante especular que ambos procesos, el defecto en la fisión de 





degradación, puedan estar relacionados. Se ha publicado que el proceso de maduración 
de los endosomas tempranos a endosomas tardíos determina la formación de túbulos. El 
cambio de Rab5 (endosomas tempranos) a Rab7 (endosomas tardíos) coincide con el 
momento de mayor tubulación de los endosomas (van Weering et al., 2012). Más 
recientemente, se ha publicado que tratar las células con un inhibidor de dinamina 
impide la fisión de los túbulos formados en el compartimento de endosomas tempranos 
(Mesaki et al., 2011). En estas condiciones  se produce una inhibición del movimiento 
de los endosomas tempranos asociado al citoesqueleto de microtúbulos, así como un 
retraso en su acidificación. Los autores proponen que el correcto sorting de cargo con 
destino a la vía de reciclaje es necesario para la maduración de los endosomas 
tempranos a endosomas tardíos. 
A partir de nuestros resultados, proponemos que la formación de DAG a partir de PA 
sería necesaria para la fisión de los intermediarios de transporte que median la salida de 
cargo del compartimento de endosomas tempranos al compartimento de reciclaje. Este 
defecto en la fisión, también podría explicar que hubiese un retraso en la degradación 
del receptor de EGF como consecuencia de un bloqueo del proceso de maduración de 
endosomas tempranos a endosomas tardíos. 
 
3. Papel del PA y el DAG en el tráfico de la transferrina. 
Para determinar si los efectos morfológicos y funcionales del tratamiento con 
propanolol son efectivamente dependientes de una disminución de los niveles de DAG, 
utilizamos diferentes tratamientos de reversión, como por ejemplo el inhibidor de las 
DAGK tipo I R59949. Se ha demostrado que este inhibidor disminuye los niveles 
totales de PA de la célula (Antonescu et al, 2010). Como este PA  proviene de la 
fosforilación del DAG, resulta lógico pensar que también incremente los niveles totales 
de DAG. Al añadir de forma conjunta el propanolol y el  R59949 observamos una 
notable disminución del número de túbulos, una disminución del tamaño de los 
endosomas y una mayor concentración de la transferrina a nivel perinuclear 
(compartimento de reciclaje). Estos resultados sugieren que los efectos causados por el 
propanolol están mediados por un desequilibrio de los niveles de PA y DAG. Cuando 
simplemente tratamos de revertir la disminución de DAG añadiendo el análogo DOG, si 





de endosomas engrosados, ni el transporte de la transferrina al compartimento 
perinuclear. Se ha demostrado que la estimulación con ésteres de forbol induce la fusión 
homotípìca de los endosomas tempranos en un proceso dependiente de PKC (Aballay et 
al., 1999). Más recientemente se ha publicado que al inhibir calmodulina, se produce un 
engrosamiento de los endosomas tempranos acompañado de un bloqueo en el transporte 
desde este compartimento, y que este efecto está mediado por una sobre-activación de 
PKCδ (Lladó et al, 2008). Si bien nuestros resultados apuntan a que la formación de 
DAG a partir de PA resulta importante en la fisión de los túbulos dirigidos hacia los 
endosomas de reciclaje, no podemos descartar que al tratar las células con elevadas 
concentraciones de DOG estemos activando una serie de mecanismos moleculares que 
inhiban el transporte desde los endosomas tempranos. Esto nos hace pensar que puede 
existir una estrecha regulación de los niveles de DAG en los diferentes compartimentos 
de la vía endocítica, siendo importante para el mantenimiento de su morfología y 
funcionalidad. 
 
4. Continuación del proyecto  
En el anterior apartado de la discusión hemos hablado del papel que puede jugar el 
DAG en la formación de intermediarios de transporte a través facilitar la curvatura de 
las membranas. Una forma de continuar este proyecto podría ser buscar mecanismos 
moleculares que ayudasen a explicar los efectos morfológicos y funcionales observados 
con el propanolol. A modo de ejemplo, nos planteamos si el defecto en el transporte 
desde los endosomas tempranos podía deberse a una alteración en la polimerización del 
citoesqueleto de actina. El tratamiento con propanolol, al bloquear la conversión de PA 
a DAG, incrementaría los niveles de PA. El PA estimula la actividad de las enzimas 
PIP5K lo que produce PIP2 (Moritz et al., 1992). Se ha publicado que una acumulación 
de PIP2 en los endosomas tempranos bloquea la salida de cargo desde este 
compartimento. Esto se debe a un incremento de la formación de F-actina dependiente 
de N-WASP en asociación a la membrana endosomal (Vicinanza et al., 2011). Si bien 
no hemos observado una clara asociación de F-actina con los endosomas engrosados 
producidos por el propanolol, se podrían intentar aproximaciones experimentales 





PIP2 en los endosomas tempranos, o ver si la sobreexpresión de la proteína PIP2-
fosfatasa de endosomas tempranos OCRL puede revertir los efectos del propanolol. 
Otro aspecto interesante sería la identificación del papel de las diferentes proteínas de la 
familia PAP2 (LPP1, LPP2 y LPP3), cuya localización, al menos parcialmente, se 
encuentra en la membrana plasmática, en la endocitosis dependiente de clatrina y en el 









CONCLUSIONES (I): La LPP3 en la vía secretora 
 
1. La LPP3 se localiza de forma diferencial en distintos compartimentos de la vía 
secretora.  
 
2.  La LPP3 cicla en parte entre el  RE y el Golgi. 
 
3. La  LPP3 regula la arquitectura y la dinámica de membranas del ERGIC. 
 
4.  La LPP3 regula la formación de intermediarios del transporte retrógrado (Rab6-
dependiente y COPI-dependiente) pero no el transporte anterógrado (ER-Golgi), en 
un mecanismo dependiente de su actividad catalítica. 
 
5.  La LPP3 regula los niveles de DAG en el Golgi, y la formación de DAG en el 
contexto de la síntesis de novo de lípidos. 
 
CONCLUSIONES (II): El DAG en la endocitosis dependiente de clatrina 
 
6. La actividad PAP2 participa en las primeras etapas de la endocitosis clatrina 
dependiente  de tipo constitutiva (transferrina), sin afectar a la endocitosis regulada 
del EGF. 
 
7. La actividad PAP2 es necesaria para la fisión de intermediarios de transporte desde el 
compartimento de endosomas tempranos, y para la maduración a endosomas tardíos. 
 
8. La actividad PAP2 participa en el transporte hacia los endosomas de reciclaje 
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